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RESUMEN lv
RESUMEN
Las virosis constituyen un grave problema en los cultivos de pimiento en
invernadero en nuestro país. Entre los virus que tienen una mayor importancia como
agentes causales de enfermedades se encuentran las cepas pimiento de los
tobamovirus. La resistencia frente a tobamovirus en el género Capsicum está
conferida por cuatro genes diferentes L1, L2, L3 y L4, considerados alelas del lacus L
(Boukema ,1980, 1982). Esta resistencia denominada de tipo hipersensible (HR) se
caracteriza por ser un proceso de defensa activo frente a la infección viral, localizando
el virus en los sitios de infección o en células adyacentes, y por la producción de
lesiones locales necróticas. La resistencia mediada por HR es la consecuencia de la
interacción entre genes presentes en el hospedador (genes de resistencia o R> y en el
patógeno (genes de avirulencia o ayO. Estos inductores son codificados directa o
indirectamente por los genes de avirulencia. El reconocimiento de estos inductores
adiva una cascada de genes de defensa del hospedador que lleva a una HR y a una
inhibición del desarrollo del patógeno.
En el trabajo que se ha desarrollado hemos identificado que los factores virales
de los tobamovirus, el virus del mosaico suave de la páprika (PaMMV), la cepa
española del virus del mosaico suave del pimiento (PMMoV-S) y la cepa italiana del
misma virus <PMMoV-l), inductores de la resistencia en plantas de C. fnitescens (L2L2),
C. chinense <L3L3) y C. chacoense (L4L4) son las proteinas de cubierta de los virus.
Mediante la expresión de las CPs en el vector derivado del virus X de la patata
(pPC2S) hemos determinado el alto grado de especificidad que existe en la interacción
con los genes L mediante el estudio de la sintomatología desarrollada en la plantas
inoculadas y de la inducción de la expresión de proteínas asociadas a la defensa
vegetal, siempre comparándolas con el desarrollo de las infecciones en plantas
inoculadas con los tobamovirus completos. Se ha determinado que aquellos virus
quimera (PVX-CP de tobamovirus) una vez que se inducía la resistencia eran
incapaces de moverse e infectar hojas diferentes a las inoculadas. Así mismo se ha
estudiado mediante la donación de las CPs en un vector de expresión transitoria la
inducción de la muerte celular y de la expresión de genes asociados a la respuesta de
resistencia cuando las CPs se expresaban en los huéspedes adecuados (GP de
PaMMV en C. fnatescenes, OP de PMMoV-S en C. ch¡nense y GP de PMMoV-l en C.
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chacoense), determinándose que eran los únicos factores virales necesarios para la
inducción de la HR en plantas del género Capsicum con los correspondientes genes L.
El sistema PMMoV-C. chinense nos ha permitido caracterizar ¡a respuesta de
defensa estas plantas, puesto que la cepa española de PMMoV induce la resistencia
en este huésped y la cepa italiana la sobrepasa, y se trata de dos virus que tienen un
alto grado de homologia en su secuencia. En el trabajo reatado hemos seguido el
ciclo de infección de ambos virus determinando si en la reacción de defensa está
afectada la acumulación de la proteína de cubierta viral o el ARN. Asociadas a la
reacción de defensa hay una serie de mecanismos como son la acumulación de
especies reactivas de oxigeno, la fortificación de la pared celular, la acumulación de
mARNs de genes asociados a la resistencia y la muerte celular, que se ha demostrado
que se inducen claramente cuando las plantas de C. chinense son inoculadas con la
cepa inductora de la resistencia y no cuando son inoculadas con la cepa que la
sobrepasa.
En plantas en las que ya se ha establecido una primera reacción de defensa
asociada a la HR frecuentemente se induce una resistencia adicional frente a
posteriores ataques por otros patógenos. En este trabajo se ha establecido que la
inoculación en plantas de C. chinense de PMMoV-S induce una reacción de defensa
capaz de frenar la infección por una inoculación posterior de un virus perteneciente a
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1. TOBAMOVIRUS EN PIMIENTO
Las virosis constituyen un problema que afecta a los cultivos de pimiento en
todas las áreas donde se cultiva. Se conocen alrededor de 30 virus que son capaces
de infectar estas plantas. En nuestro país entre los virus que más afectan a los cultivos
de invernadero se encuentran algunos tobamovirus como el virus del moteado suave
del pimiento (PMMoV) y el virus del mosaico del tomate (ToMV) (García-Luque et aL,
1990; Luis Arteaga y Gil Ortega, 1992>. Los tobamovirus son un grupo de virus
vegetales cuyo miembro tipo es el virus del mosaico del tabaco (TMV> y son
considerados como uno de los agentes etiológicos que causan mayores pérdidas en
cultivos de pimiento en todo el mundo.
Aunque TMV y el virus del mosaico del tomate (ToMV) afectan de forma
importante a estos cultivos, durante los últimos 20 años se ha prestado una particular
atención a tobamovirus capaces de infectar plantas de pimiento con resistencia
incorporada a TMV y a ToMV, las llamadas cepas de pimiento de los tobamovirus.
Desde la primera cita de estos tobamovirus por Mckinney en 1952 en U.S.A. se han
descrito en todo el mundo y bajo diferentes nombres, aunque el más frecuentemente
utilizado es el de cepas pimiento de los tobamovirus o TMV de pimiento. En 1984,
Wetter y colaboradores llevaron a cabo la caracterización de uno de estos tobamovirus
que devastó los cultivos de pimiento de Sicilia. El análisis biológico y fisicoquímico del
aislado llevaron a los autores a proponer que este virus debería ser considerado como
un nuevo miembro de los tobamovirus bajo el nombre del virus del moteado suave del
pimiento (pepper mild motle virus, PMMCV). (Wetter et al., 1984; ,Wetter y Conti,
1988).
1.1.1. Características biológicas
En plantas de especies susceptibles del género Caps¡cum los síntomas pueden
ir desde un moteado muy suave hasta un mosaica severo y/o amarilleamiento. En
plantas resistentes, los síntomas son normalmente lesiones locales necróticas aunque
también se han descrito necrosis apicales, necrosis en venas y necrosis sistémica
dependiendo de las condiciones de crecimiento y del bagaje genético de las plantas
(Boukema et aL, 1983; Kostova et aL, 1983). En general los síntomas no son
fácilmente discernibles en la parte vegetativa de la planta, mientras que en los frutos
son más acusados, mostrando un tamaño reducido, malformaciones y necrosis. El
porcentaje de plantas infectadas es muy alto, normalmente cercano al 100%.
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Los análisis biológicos iniciales llevados a cabo con estas cepas pimiento
mostraron que todas ellas, además de infectar cultivos de pimiento resistentes a TMV
y ToMV, tienen algunas propiedades biológicas en común. Así, muchos de ellos son
incapaces de infectar plantas de tomate (Stoimenova, 1983; Tobias et aL, 1982) por lo
que este huésped es considerado como un hospedador inmune para las cepas
pimiento de los tobamovirus.
Además, estos tobamovirus presentan una patogenicidad más reducida en
otras especies de la familia Solanáceas. Así inducen pequeñas lesiones locales
necróticas, a diferencia de las inducidas por TMV o ToMV, en especies de Nicollana
como N.tabacum Xanthi nc, N.glutinosa L. o N.sylvestds Speg.&Comes, excepto en el
caso del aislado de campo PIOI que se ha descrito que es incapaz de infectar este
último huésped (Stoimenova, 1983), y la cepa Ob de TMV que es el único tobamovirus
capaz de sobrepasar la resistencia conferida por el gen N de Nicotiana (Tobias et al.,
1982). En tabaco Xanthi nc, la infección por el aislado PiOI y por el virus del moteado
suave de la páprika (PaMMV) inducen la formación de lesiones locales blancas
mientras que las inducidas por el resto de las cepas pimiento son necróticas. A
diferencia de la mayoría de los tobamovirus, ninguna de las cepas pimiento es capaz
de infectar sistémicamente tabaco cv Samsum, aunque pueden establecer una
infección local en las hojas inoculadas (McKinney, 1952; Tobias et aL, 1982).
No se ha detectado ningún vector que transmita ninguna de las cepas pimiento
de los tobamovirus. Estos virus son transmitidos a través de semillas y por contado
mecánico en las prácticas agrícolas. Se acepta de forma general que el uso de
semillas contaminadas es responsable de brotes severos de la enfermedad en todo el
mundo (McKinney, 1952; Greenleaf et aL, 1964; Rast, 1979; Avgelis, 1986>. Mientras
que ToMV queda en la superficie del core de la semilla, las cepas pimiento se
encuentran en el interior de las semillas sin que el tratamiento con agentes
esterilizantes como Na3PO4, puedan eliminar de forma total el virus, aunque si
disminuir las infecciones virales a partir de semillas contaminadas (Rast, 1983;
Avgelis, 1986). La imposibilidad de eliminar el virus de forma completa representa un
riesgo severo para la agricultura, puesto que teniendo en cuenta que los tobamovirus
son transmitidos de forma mecánica durante las prácticas agrícolas las semillas
contaminadas pueden convertirse en una fuente viral desde la cual se disemine por
todo el cultivo.
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1.2.2. Características morfológicas y organización genómica
Los virus del grupo de los tobamovirus se caracterizan por tener una cápsida
rígida y alargada de aproximadamente 18 nm de diámetro y una longitud de 300 nm.
Los capsómeros que la constituyen se componen de una única cadena polipeptídica
de entre 17 y 18 kDa y se distribuyen helicoidalmente alrededor de una molécula de
ARN lineal de polaridad positiva que constituye el genoma del virus y que contiene 4
fases de lectura abiertas (ORF) que codifican para cuatro polipéptidos. En el extremo
5’ hay una estructura metilada o «cap” (m7GpppG...) y secuencias no codificantes.
La primera ORF codifica una proteína de 126 kDa (126K) que se traduce del
ARN genómico. La segunda ORF se traduce también del ARN genómico por lectura a
través del codón de terminación ambar de la proteína 126K dando lugar a una proteína
de l83kDa (183K). La proteína 126K tiene motivos de secuencia de metiltransferasas
y de helicasas. En la parte no común de la 183K con la 126K se encuentran motivos
de ARN polimerasas. Ambas proteínas forman parte del complejo replicativo viral y se
encuentran también implicadas en la dispersión del virus a larga distancia (lshikawa et
aL, 1986; Young y Zaitlin, 1986; Young et eL, 1987; Goldbach y Wellink, 1988; Strauss





Figura 1. Organización genómica y estrategia de replicación de PMMoV-S, se muestra
la molécula de ARN genómica de polaridad positiva y los mARN subgenómicos a partir
de los cuales se sintetizan las proteínas de las ORF que se encuentran próximas al
extremo 5 del mARN, representadas situadas por encima de la línea que representa
el ARN.
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La tercera ORF codifica un proteína de 3OkDa (30K) que se traduce a partir de
un mensajero subgenómico 3’coterminal con el ARN genómico (Beachy y
Zaitlin,1975), este mARN carece de estructura cap en su extremo 5’. Esta ORF genera
la proteína de movimiento (MP) necesaria para el movimiento célula a célula del virus
(Deom et aL, 1987; Meshi et aL, 1988). La MP se localiza en las paredes celulares y
modifica el tamaño del poro (limite de exclusión) de los plasmodesmos (Wolf et aL,
1989). Tiene un dominio de unión a ácidos nucleicos monocatenarios, lo que se ha
interpretado como un papel de modificar la estructura del ARN del virus, haciendo que
tenga un menor volumen y pueda pasar por los plasmodesmos modificados (Citovsky
etat, 1992).
La cuarta ORF codifica para una proteína de 17.6 kDa que es la proteína de la
cápsida del virus (CP). Esta proteína es también traducida a través de un mensajero
subgenómico (Hunter at aL, 1976). Esta proteína cumple una función estructural como
proteína de cubierta del virus y es necesaria para el movimiento sistémico del mismo
(Holt y Beachy, 1991). Además determina la gama de huéspedes del virus (Hilf y
Dowson, 1993) y es el inductor viral de la resistencia de determinados genes de
resistencia presentes en las plantas infectadas (Knorr y Dawson, 1988; Saito et aL,
1987; Gilardi etat, 1998).
1.2. RESISTENCIA A TOBAMOVIRUS EN EL GENERO Capsicum
En el género Capsicum, la resistencia frente a tobamovirus es conferida por
cuatro genes alélicos en el locus L (L1 - L4) con un incremento en la efectividad frente a
los miembros de los tobamovirus (Boukema et aL 1980, Boukema 1982.). Estos virus se
han agrupado en patotipos, que se han designado como P
0, P1, P1,2, y ~lz3, según su
capacidad para sobrepasar la resistencia de los genes L
1, L2, L3 y L4.
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PATOTIPOS
PLANTA GENOTIPO P0 P1 Pi2 P1a3
C. annuum cv. Early Calwonder L~L~ MS MS MS MS
e. annuum cv. Bruinsma Wonder L
1L1 LLN MS MS MS
C. frutescens c. Tabasco L2L2 LLN LLN MS MS
C. chinense P1159236 hL3 LLN LLN LLN MS
C. chacoense SA/85 L4L4 LLN LLN LLN LLN
LLN — Lesiones Locales Necróticas. MS — Mosaico Sistémico
En distintas zonas de Europa se han aislado diferentes tobamovirus capaces de
infectar plantas de pimiento como, el virus del mosaico del tabaco (TMV) y el virus del
mosaico del tomate (ToMV> (Arteaga y Ortega, 1981; Selassie et aL, 1981; Paludan,
1982; Erkan y Yorganci, 1983; Avgelis, 1986). En 1989 Alonso et aL caracterizaron un
aislado de un tobamovirus que era capaz de infectar plantas de pimiento con resistencia
incorporada a TMV y ToMV, que producía síntomas de mosaico suave en hojas de
plantas infectadas pero severas deformaciones y necrosis en los frutos. Uno de estos
aislados (AL78/84) fue identificado como una estirpe del virus del moteado suave del
pimiento y se caracterizó como un patotipo P
12 (García Luque et aL, 1990). A este
aislado se le denominó como la cepa española de PMMoV (PMMoV-S), que hay que
diferenciar del la cepa italiana de PMMoV (PMMoV-l) que fue caracterizado como un
patotipo P1,2,3 (Wetter et aL, 1984). Dentro del grupo de los tobamovirus también se
engloba un aislado holandés denominado P11 que se caracterizó como un patotipo P1
(Rast, 1977). A este virus se le denominó virus del moteado suave de la páprika
(PaMMoV).
Una posterior determinación de la secuencia nucleotídica y el análisis de la
secuencia deducida de aminoácidos de la proteína de cubierta de dos diferentes
aislados de PMMoV, el aislado español (5) y el italiano (1), estableció que ambos eran
diferentes cepas del mismo virus (García-Luque et aL, 1993). La cepa española no es
capaz de sobrepasar la resistencia conferida por el gen L
3, al contrario que la cepa
italiana (García-Luque et aL, 1991). Este estudio corroboró las caracterizaciones
previas de estos tobamovirus basadas en el análisis biológico, serológico y en
composición de aminoácidos de sus proteínas de cubierta y llevaron a concluir que
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todos los tobamovirus anteriormente descritos como patotipos P1,2o P1,2.3 son cepas de
PMMoV, siendo la cepa italiana la cepa tipo (Wetter et aL, 1984; Wetter, 1984).
Como hemos indicado anteriormente la resistencia en Capsicum frente a
tobamovirus está conferida por 4 genes alélicos del locus L. El gen L
2 de C.frutescens
fue el primer gen de resistencia descrito en plantas (Holmes, 1934) como un factor
dominante mendeliano que lleva a la localización de TMV en hojas inoculadas de
pimientos C.ftutescens L.. Los genes de resistencia L1 y L3 son parcialmente
dominantes. De esta forma, la inducción de la resistencia da lugar no sólo a la
formación de lesiones locales necróticas, sino que sintomas de necrosis en venas y
necrosis apical pueden desarrollarse dependiendo del bagaje genético, las
condiciones de crecimiento de las plantas (intensidad de luz y regímenes de
temperatura), y las cepas virales (Boukema et aL, 1980; Boukema, 1982). La
dominancia del gen L4 es desconocida (Boukema, 1984).
Como muchos de los genes de resistencia, la resistencia mediada por los
genes L no es expresada a nivel de una sola célula, necesita una organización
multicelular para su expresión (Gilardí et aL, en prensa).
1.3. RESISTENCIA NATURAL EN PLANTAS
La resistencia en plantas puede expresarse de diferentes formas que pueden ser
clasificadas en tres fenotipos, la inmunidad, la tolerancia y la restricción del virus.
Inmunidad: a esta resistencia también se le denomina resistencia de plantas
no-huésped. El virus es incapaz de replicarse en las células de la planta infectada y
esta resistencia se expresa en células individuales. Se considera pues que es una
resistencia extrema. Pueden existir varios mecanismos que expliquen este tipo de
resistencia, por ejemplo se ha propuesto que existan enzimas en las plantas que
degraden bien las proteínas virales o bien el ácido nucleico viral, o que las plantas
puedan carecer de algún factor esencial para que se produzca la replicación viral
(Zaitlin y Hulí, 1987).
Tolerancia: es una resistencia que se expresa como ausencia de sintomas sin
inhibición de la multiplicación viral (Loi et aL, 1986; Edwards y MoMullen, 1988) No hay
ninguna hipótesis sobre el mecanismo que implica esta reacción. En algunos sistemas se
postula que la reducción de la replicación viral hasta unos niveles por debajo de un
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postula que la reducción de la replicación viral hasta unos niveles por debajo de un
determinado umbral, es lo que determina que el daño debido a síntomas virales sea
indetectable (Ponz y Bruening, 1988). Este es el caso de varias especies de cereales que
presentan tolerancia al luteovirus del enanismo amarillo de la cebada (Skaria et al.,
1985).
Restricción: también es llamada resistencia específica de cultivar, puesto que, la
mayoría de los miembros de una especie son susceptibles a la infección y únicamente
algunos de ellos contienen genes que les confieren resistencia a un determinado virus.
en las plantas que presentan este tipo de resistencia los virus son restringidos a las
primeras células infectadas o a las células adyacentes, bloqueándose su diseminación
por toda la planta. Se considera que esta resistencia es un proceso activo en el que
existe una inducción de la respuesta de defensa en plantas frente al patógeno.
Generalmente este fenotipo de resistencia no se expresa a un nivel de células
individuales y los síntomas de las plantas van desde los no visibles hasta reacciones de
necrosis.
En el género Capsicum, la resistencia frente a tobamovirus conferida por los
genes L se encuadra en este último tipo de resistencia y se manifiesta por la inducción de
lesiones locales necróticas (LLN) con la localización del virus en los sitios de infección
primarios, lo que se ha dado en llamar reacción hipersensible (HR). La reacción
hipersensible (HR) es la respuesta más común asociada con la resistencia activa
(Klement, 1982; Goodman y Novacky, 1994). Se caracteriza por la localización del virus
en los lugares primarios de infección acompañada de la aparición de necrosis. Este
proceso de muerte celular presenta similaridades con los procesos de muerte celular
programada (PCD) descritos en células animales (Dang et aL, 1996; Pennel y Lamb,
1997) y se postula que la HR podría también ser considerada como un proceso de PCD
(Greenberger et al., 1994; Greenberg, 1997).
Esta resistencia adiva está controlada por uno o un reducido número de genes y
responde al modelo de resistencia gen a gen propuesto por Flor (1971), según el cual a
cada gen de resistencia del huésped R, le corresponde un gen de avirulencia en el
microorganismo patógeno (Avr). La interacción específica entre los productos codificados
por ambos genes determinará la activación de los mecanismos de defensa de la planta.
Se postula que esta interacción responde a un modelo “ligando-receptor (Keen, 1990;
Gabriel y Rolfe, 1990). Este modelo propone que el reconocimiento específico de los
componentes del patógeno, denominados inductores o factores de avirulencia, por los
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correspondientes factores del huésped o receptores, activarla las vías de transducción de
señal y la cascada de genes que determinan la expresión de la resistencia (Hammond-
Kosack y Jones, 1996; Scheel, 1998). El clonaje de algunos genes de resistencia
(Hammond-Kosack y Jones, 1997) y también de genes de avirulencia (Hutcheson, 1998)
ha permitido confirmar la validez de este modelo y al menos en un caso se ha podido
confirmar la interacción directa y específica de los productos de los genes R y Avr
(Scofield etal., 1996).
El primer gen de avirulencia donado fue el de la raza 6 de Pseudomonas syflngae
pv glycinea (Staskavicz et al., 1984). En el caso de los hongos el primer gen de
avirulencia donado fue el avrS de Cladosportum fulvum (De Wit et aL, 1985; van Kan et
aL, 1991). El aislamiento del producto del gen, el péptido Avr9, permitió determinar que
se trataba de un péptido de pequeño tamaño que sólo era funcional en plantas de tomate
con el gen de resistencia Cf9.
La caracterización del primer gen de avirulencia de un virus fue realizada por Knorr y
Dawson (1988). Estos autores observaron que determinados cambios aminoacídicos en
la CP de TMV modificaban su fenotipo de avirulentas a virulentas cuando eran
inoculadas en plantas de tabaco con el gen N’. Posteriormente se comprobó que la CP
de TMV es inductor de la resistencia conferida por el gen N’ en plantas de tabaco
(Culvery Dawson, 1991).
1.4. GENES Avr DE TOBAMOVIRUS E INDUCTORES DE LA RESISTENCIA EN
PLANTAS
En el caso de los tobamavirus se han identificado algunos de los genes de
avirulencia virales implicados en el desencadenamiento de la HR en la sinteracciones
que responden “gen a gen”. Estos incluyen el gen que codifica para la CP, que se
requiere para la inducción de las HRs conferidas por los genes N’ en N.sylvestñs, los
genes L3 y L2 en pimiento, yen Solanum melangena (Salto st al., 1987: Berzal-Herranz
et aL, 1995; de la Cruz et aL, 1997; Dardick y Culver, 1997); el gen que codifica para la
proteína de movimiento 30K es el gen Avr correspondiente a las HRs conferidas por
los genes Tm-2 y Tm22 de tomate (Meshi et aL, 1989; Weber of aL, 1993), y el gen de
la replicasa viral 126K se requiere para la inducción de la HR conferida por el gen N de
N.glutinosa (Padget y Beachy, 1993).
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1.4.1. La replicasa viral como inductor de la resistencia
El gen N de Nicot¡ana glutinosa es activo frente a la infección por todos los
tobamovirus descritos, con la única excepción de la cepa Obuda de ToMV (ToMV-Ob)
(Tobias et aL, 1982; Csyllery et al., 1983). En los primero estudios de la interacción
tobamovirus-gen N se descartó que la proteína de movimiento o la proteína de
cubierta del virus fueran las responsables de la inducción de la reacción hipersensible
mediada por este gen (Culver et aL, 1991; Deom et aL, 1991). El análisis de mutantes
de la cepa Ob indicaron que la alteración del gen de la replicase o del producto de los
genes 126K1183K activaban la respuesta de este gen (Paggett y Beachy, 1993). En
plantas de N.tabacum cv Xanthi nc (genotipo NN) transformadas con el gen que
codifica para la proteína 183K de TMV bajo el control de un promotor constitutivo, las
plantas transgénicas no mostraron diferencias significativas con respecto a las plantas
control (Dowson et aL, 1993). En 1997 Padgett et aL, utilizando virus quimeras entre el
virus Ob y TMV, demostraron que la secuencia requerida para la inducción de la HR,
correspondía al dominio helicasa de la replicasa viral. Este dominio se caracteriza por
la unión de nucleósidos trifosfato y su hidrólisis, así como por la actividad de
desenrrollamiento del ARN (Gorbalenya y Keonin, 1993; Femández et al., 1996).
Estudios recientes realizados por Abbin et aL (1998) y Les Erikson cf al. (1999) han
comprobado que motivos del dominio helicasa inducen la HR en plantas de tabaco con
el gen N. Ambos grupos han determinado que la expresión transitoria de una región C-
terminal (entre los nucleótidios 2082 y 3419 de la secuencia) de la proteína 126K de
TMV es suficiente para inducir la HR frente al gen N. En los estudios llevados a cabo
por Les Erikson (1999) se ha demostrado que la actividad inductora de este fragmento
de la helicasa depende de sus características estructurales y no de su actividad
ATPasa/helicasa. Puesto que el gen N tiene secuencias similares a receptores Tolí de
Drosophila y II-iR de mamíferos (Whitham et aL, 1994> su funcionamiento podria ser
como un receptor que interaccionaría con componentes de TMV (el dominio helicasa o
la replicasa viral o un complejo proteico dependiente del dominio helicasa) y esto
llevaría al desencadenamiento de la HR (Dinesh-Kumar et aL, 1995; Yang etaL, 1998).
1.4.2. La proteína de movimiento como inductor de la resistencia
La proteína de movimiento de TMV funciona también como el determinante de
avirulencia en plantas de tomate con los genes Tm2 t Tm22 de resistencia.
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Análisis de cepas de ToMV que rompen la resistencia del gen Tm-2 de tomate
revelaron que el cambio de dos aminoácidos en la proteína de movimiento es el
responsable de que estas cepas sobrepasen la resistencia conferida por este gen
(Meshi et aL, 1989). Estos dos aminoácidos se localizan en el extremo amino terminal
de la proteína y esta proteína es suficiente, cuando se expresa de forma constitutiva
en plantas de tomate con el gen Tm2, para inducir la reacción de defensa mediada por
el gen Tm2 (Pfitzner y Pfitzner, 1992>.
En tomate el gen de resistencia Tm-22 ha sido utilizado para controlar la
infección por ToMV (Hall, 1980). En experimentos llevados a cabo para determinar el
mecanismo de resistencia del gen Tm-22 se observó que el movimiento del virus está
inhibido en estas plantas (Nishigushi y Motoyoshi, 1987). Cuando se analizaron las
secuencias de dos cepas (ToMVLIIA y ToMV-22) que rompen la resistencia de este gen
se observó que se había producido el cambio de 4 aminoácidos en la MP de estas
cepas con respecto a la cepa salvaje, siendo tres de estos cambios comunes a ambas
cepas (Calder y Palukaitis, 1992; Weber et aL, 1993). La generación de virus
recombinantes ha demostrado que los cambios de dos de estos aminoácidos son los
responsables de que ToMV-22 rompa la resistencia conferida por el gen Tm22 (Weber
etat, 1993).
En 1998 Weber y Pfitzner comprobaron que efectivamente la resistencia
conferida por el gen Tm22 opera por el reconocimiento del producto del gen de
avirulencia, la proteína de movimiento, y que la actividad inductora de la resistencia
recae en los últimos 30 aminoácidos del extremo C-terminal de la proteína.
1.4.3. La proteína de cubierta como inductor de la resistencia
Uno de los sistemas mejor estudiados ha sido la interacción del gen N’ de
Nicotiana sylvestñs y TMV. El gen N’ controla una HR cuando las plantas son
infectadas por tobamovirus. Este gen no es eficaz frente a la cepa Ul de TMV, sin
embargo mutantes de esta cepa son capaces de inducir la HR. Su estudio llevó a
establecer que la CF> actuaba como inductor de la resistencia ya que las mutaciones
producidas en esta proteína son las que alteraban el reconocimiento del virus por el
gen N’ (Knorry Dawson, 1988; Culvery Dawson, 1989; Salto etat, 1989). Este es el
primergene de avirulencia caracterizado (Saito et al., 1987; Weber et al., 1993).
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Posteriormente se comprobó que la expresión constitutiva de la CP de TMV y
ToMV en plantas transgénicas con el gen N’ es suficiente para inducir la resistencia en
ausencia de cualquier otro producto viral (Culver y Dawson, 1991; Pfitzner y Pfitzner,
1992>. Además mediante mutaciones puntuales en la secuencia aminoacídica de la
CF> que alteraban su estructura tridimensional ha comprobó que el producto del gen
N’es capaz de reconocer la estructura espacial de esta proteína (Saito et aL, 1989;
Taraporewala y Culver, 1997; Dardick et al., 1999). Estos resultados, junto con los de
experimentos anteriores, han llevado a concluir que la CF> de los tobamovirus es el
inductor vital de la resistencia mediada por el gen N’ de N.sylvestds.
En plantas de C.chinense (L3L3) y de C.frutescens (L2L2) las investigaciones
llevadas a cabo por Berzal-Herranz el al. (1995) y De la Cruz el aL (1997) demostraron
que la proteína de cubierta de los tobamovirus se requiere para la inducción de la HR,
aunque no se ha establecido que sea el único factor del virus responsable de la
inducción de la HR, y determinaron mediante la construcción de genomas virales
híbridos entre virus capaces de inducir la HR y virus no inductores de los genes de
resistencia L2 (De la Cruz el al.,1997) y L3 (Berzal-Herranz el aL, 1995), que la
presencia de la CF> de los tobamovirus PMMoV-S y PaMMV eran necesarias para
inducir la resistencia mediada porestos genes.
En el huésped Solanum melongena se ha establecido, mediante la expresión
transitoria en plantas, que las CPs de los tobamovirus son también los inductores
virales de la resistencia (Dardick y Culver, 1997).
l.5.EXPRESIÓN DE LA RESPUESTA DE DEFENSA
Como hemos indicada anteriormente el reconocimiento específico de los
factores de avirulencia del patógeno por los correspondientes factores de resistencia
del huésped inicia una serie de procesos de señalización celular y sistémica (Scheel,
1998) que activan la maquinaria de defensa del huésped que culmina en la HR con la
localización del patógeno en los sitios de infección primaria. Esta respuesta está
asociada con la expresión coordinada de un conjunto de procesos celulares que
contribuyen a una efectiva respuesta de defensa siendo los primeros en producirse: la
generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Lamb y Dixon, 1997; Thordal-
Christensen el aL, 1997; Bestwick el aL, 1997), fortificación de la pared celular con la
formación de depósitos de callosa (Thordal-Christensen el aL, 1997), activación
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transcripcional de genes que participan en la respuesta de la planta, iniciación de la
muerte celular (Heath, 1998)
1.5.1 Especies reactivas de oxígeno (ROS)
Hay cada vez más evidencias que señalan a que la generación de especies
adivas de oxígeno tales como 01, H202 y 0H, forman parte de las reacciones
iniciales que al menos en parte, son requeridas para la posterior activación de la
respuesta de defensa asociadas a la HR (Mehdy, 1994; Baker y Orlyi, 1995; Low y
Merida, 1996; Hammond-Kosack y Jones, 1996).
La producción de especies activas de oxígeno (ROS) juega un papel
importante en la defensa vegetal. Doke y col (1983, 1988) fueron los primeros en
señalar que en las interacciones incompatibles patata-Phytophora ¡nfectans y tabaco-
TMV se producían aniones superóxido (02~). En varios estudios (Levine et aL, 1994;
Murphy y Auh, 1996) se ha confirmado que las plantas tienen un mecanismo para la
producción de 02 que implica la acción de una NADPH oxidasa asociada a
membrana. El 02~ generado normalmente es rápidamente degradado, tanto de forma
no enzimática como por la enzima superóxido dismutasa (SOD), que lo transforma en
peróxido de hidrógeno (H202). Así pues en muchos sistemas vegetales se ha
detectado acumulación de H202 (Sutherly, 1991; Levine et aL, 1994; Mehdy, 1994;
Núrnberger et aL, 1994). Ambos, H202 y 02 son moderadamente reactivos y el daño
celular causado por ROS parece ser debido a su conversión en otras especies más
reactivas. La protonación de 02 ocurre a bajos pH, como el que se da en la pared
celular de las plantas, y rinde el radical hidroperoxilo (H 02). Este radical puede unirse
a membranas biológicas y aduar directamente sobre los ácidos grasos dando lugar a
lípidos peroxidados (Halliwell y Gutteridge, 1990) que pueden actuar como señales
moleculares. Así mismo, por la reacción de Fenton el H202 puede dar lugar al radical
hidroxilo (OH) que puede también iniciar y perpetuar la peroxidación de lípidos.
También es conocido que es capaz de fragmentar el DNA por sitios específicos
(Halliwell y Gutteridge, 1990).
La formación de ROS durante las reacciones incompatibles se caracteriza por
presentar dos fases (Keppler et al., 1989; Baker et al., 1991; Baker y Orlandi, 1995).
La primera fase es relativamente corta y se da inmediatamente después de la
infección con patógenos, tanto los que establecen reacciones compatibles como
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incompatibles. Es una formación inespecífica. La segunda fase se desarrolla durante
periodos más largos y es específica de las reacciones incompatibles.
Se ha propuesto que las especies reactivas de oxígeno podrían participar en
diferentes procesos relacionados con la reacción de defensa vegetal. Así, estos
compuestos, en los niveles en que son producidos por las plantas pueden ser tóxicos
para los microorganismos (Peng y Kuc, 1992) y también debido a su toxicidad
activarían el proceso de muerte celular (Baker y Orlandi, 1995). Además el H202
puede contribuir al reforzamiento estructural de las paredes celulares ya que es
esencial para la formación de precursores de la lignina vía actividad peroxidasa
(Bolwell et aL, 1995). Podría también incrementar la actividad de enzimas requeridas
para la biosíntesis del ácido salicílico (Leon et aL, 1995).
Las ROS están implicadas en la activación de mecanismos de defensa tales
como la síntesis de fitoalexinas y la activación de genes de defensa (Jabs et al., 1997)
como el de la fenil-amonio-liasa (PAL) (Lamb y Dixon, 1997), de la muerte celular
programada (Jabs et al., 1996; Levine et al., 1996) y la de ciertos mecanismos de
protección como la expresión del gen de la glutation-S-transferasa (Levine et al., 1994)
en células adyacentes a la infectada.
Se ha demostrado que el peróxido de hidrógeno (H202) producido durante la
HR es capaz de disparar la señal de genes antioxidantes en tejidos adyacentes
(Levine et aL, 1994; Inzé y Van Montagu, 1995>. Esto parece indicar que bajos niveles
de ROS pueden actuar como señales celulares de protección endógena, lo que puede
que sea el limitante del tamaño de la lesión.
I.5.2.Fortificación de la pared celular
La callosa es un polímero de ¡3-1 ,3-glucano y es sintetizado por la enzima
callosa sintasa localizada en la membrana plasmática. La rápida deposición de callosa
en las paredes celulares de las células vegetales está frecuentemente asociada con
una interacción huésped-patógeno incompatible. Se ha observado en cuhivos
celulares expuestos a inductores derivados de patógenos o en tejidos dañados por
herida (Kauss, 1990).
La callosa no sólo se deposita en la pared celular, sino que también se
observan depósitos de este polímero en plasmodesmos, por lo que se ha supuesto
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que el bloqueo de los plasmodesmos con callosa es un componente esencial de la
respuesta de defensa antiviral y que sería requerida para impedir el movimiento célula
a célula de los virus (Beffa et al., 1996).
Igualmente, se ha observado una elevación local del contenido del polímero
lignina en las paredes celulares (Whetten y Sederoff, 1995) y además se ha
comprobado que un grupo de glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) se
inducen en respuesta a interacciones incompatibles. Se piensa que estas proteínas
juegan un papel importante en ¡a organización de la arquitectura primaria de la pared
celular y podrían actuar como focos para la iniciación de la polimerización de la lignina
(Showalter, 1993; Bolwell et al., 1995).
1.5.3. Formación de moléculas señal
La HR y la resistencia sistémica adquirida son dos procesos de defensa activa
de las plantas frente a patógenos. Durante los últimos años se han realizado
numerosos estudios para determinar las moléculas señal que intervienen en la
activación de ambos procesos.
Existen numerosas evidencias que indican que el ácido salicílico es un
componente esencial en la activación de ambos procesos (Hammond-Kosack y Jones,
1996; Ryals et al., 1996; Dempsey et al., 1999).
Se ha observado que en las interacciones huésped-patógeno incompatibles
existe una clara correlación entre el incremento de SA endógeno y de sus conjugados
glucosilados, la expresión de los genes que codifican las proteínas relacionadas con
la patogénesis (PRs) y el desarrollo de la resistencia a la enfermedad (Malamy et al.,
1990; Metraux et al., 1990; Uknes et al., 1993a; Dempsey et al., 1997). Además la
aplicación exógena de SA y de sus análogos el ácido 2,6-dicloroisonicotínico (INA) o el
ácido benzo(1 ,2,3)-thiazol-7-carbothioico 5-metil ester (BTH) inducen la expresión de
los genes de las proteínas PRs (Antoniw y Wbite, 1980; Ward et al., 1991) y de la
resistencia frente a patógenos (White, 1979; Ukness et al., 1993a).
Los estudios realizados en plantas de tabaco y Arabidopsis que expresan
constitutivamente el gen bacteriano nahG, y que por tanto no acumula SA, ha
permitido demostrar la participación de este compuesto en el mecanismo de
resistencia de la planta (Gaffney et al., 1993; Shah et al., 1999).
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La aplicación de SA exógeno puede inducir resistencia a virus, incluso en
plantas que carecen de genes de resistencia frente a ellos (White et al., 1983; Chivasa
et al., 1997>. Potencialmente el SA puede actuar tanto sobre la replicación, como
sobre el movimiento a corta distancia a través de plasmodesmos y/o a larga distancia
a través del floema. Se ha visto que es capaz de inhibir la resplicación de TMV y PVX
en plantas de tabaco no susceptibles interrumpiendo su replica6¡ón (Chivasa et al.,
1997; Naylor st al., 1998). También es capaz de disminuir la relación en los niveles de
acumulación de ARN genómico/ARN subgenómico. Así mismo, se ha observado que
es capaz de inhibir la entrada de CMV en los vasos de plantas de tabaco impidiendo
así el movimiento a larga distancia del virus (Naylor et al., 1998).
Se ha postulado que la ruta de transducción de señal a partir del ácido salicílico
se separa en dos ramas, una de ellas conducirla a la inducción de la resistencia frente
a virus, y la otra a la resistencia frente a hongos y bacterias, y a la producción de PRs
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Aunque el ácido salicílico es requerido para la expresión de la resistencia en
distintas especies vegetales se ha observado también que algunas de las respuestas
de defensa son activadas por rutas independientes de la del ácido salicílico < Dong,
1998; Pietersen y Van Loon, 1999; Guo et al., 2000).
Tanto el ácido jasmónico (JA) como el etileno pueden funcionar como señales
en la inducción de estas respuestas alternativas (Lund et al. 1998, Pieterse et al.,
1998).
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La hormona etileno regula los procesos de crecimiento, desarrollo y
senescencia en plantas (Ecker y Theologist, 1994; Keiber, 1997), y participa también
en la respuesta de defensa en plantas (Boller, 1991). La inoculación con el virus TMV
de plantas de tabaco con el gen N induce la formación de lesiones locales necróticas
que está acompañado de un incremento de la producción de etileno paralelamente al
desarrollo de las LLN (Nakagaki et al., 1970; Pritchard y Ross, 1975; De Laat y Van
Loon, 1981). Se piensa que esta hormona es capaz de intervenir en las reacciones de
resistencia en plantas mediante la activación transcripcional de genes tales como los
de ¡‘Rs básicas (Kombrink y Somssich, 1997), fenil amonia-liasa, y polifenol oxidasa,
y de la inducción de la síntesis de compuestos que pueden actuar como mediadores
de la resistencia, compuestos fenólicos, ligninas y suberinas que son capaces de
suprimir la multiplicación de los patógenos en los tejidos infectados y en los
adyacentes (Pritchard y Ross, 1975; Boller, 1991; Vera etal., 1993).
El ácido jasmónico (JA) y su derivado el metiljasmonato (MeJA), son moléculas
reguladoras de la expresión de genes que participan en el desarrollo de las plantas
(Koda, 1992) y en la respuesta de la planta frente a daños mecánicos (Dammann et
al., 1997), y a condiciones de estrés biótico y abiótico (Reinbothe et al., 1994>. Al igual
que el etileno se ha demostrado que existe una inducción en la síntesis de ácido
jasmónico durante la respuesta de defensa en la planta y que el JA actúa como un
inductor de la expresión de genes específicos. A su vez se ha demostrado esta
activación con aplicaciones exógenas de JA (Andersen et al., 1992; Epple et al., 1995).
La ruta dependiente del ácido salicílico y la dependiente del jasmónicolctileno
interaccionan de forma antagónica de forma que el SA inhibe la síntesis de JA y
etileno y la/las rutas activadas por estas hormonas (Pennazio et al., 1985; Leslie y
Romani, 1988; Peña-Cortés et al., 1993; Doares et al., 1995). Sin embargo ambas
rutas se activan en respuesta a la infección por patógenos. Recientemente se ha
sugerido que estas rutas no funcionan de forma independiente, sino que pueden
regular la expresión temporal y/o amplitud de la otra ruta (Shah et al., 1999).
l.5.4.lnducción de genes de resistencia
Una vez que las moléculas inductoras de la resistencia interaccionan con los
correspondientes genes de resistencia se produce unas señales primarias (Shirasu et
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al., 1996) que llevan a la activación de genes asociados a los mecanismos de defensa.
Los patrones de expresión de estos genes que se inducen en tejidos infectados son
muy diferentes, tanto por el tiempo que tardan en expresarse como por su cantidad
(Somssich et al., 1989; Zhu et al., 1996>. La acumulación de estos mARN
generalmente comienza localmente desde minutos a horas después de la infección
alrededor de los sitios de infección, y algunas horas después se inicia la acumulación
en sitios alejados del punto de infección resultado de la respuesta sistémica. La
identificación de estos genes ha revelado su implicación en rutas tanto del
metabolismo primario como secundario (Somssich y Hahlbrock, 1998). A este
respecto, los productos del metabolismo secundario han sido estudiados de forma
preferente, tanto porque generan productos estructurales, como productos que tienen
actividades antimicrobianas o la capacidad de alterar la pared celular (Nicholson y
Hammerschmidt, 1992; Dixon y Paiva, 1995; Smith, 1996).
De la ruta del fenilpropanoico se ha caracterizado la expresión de tres enzimas,
la fenilamonio-liasa, la cinamato 4-hidroxilasa y la 4-cumarato CM ligasa, que está
fuertemente inducida por la infección de patógenos (Hahlbrock et al., 1995). Su
inducción lleva a la formación de compuestos fenólicos tanto solubles como unidos a
la pared que tienden a acumularse de forma específica en tejidos infectados. En
muchos sistemas las fitoalexinas se producen mayoritariamente entre los compuestos
fenólicos solubles (Smith, 1996>.
Se ha demostrado que los genes que codifican para las enzimas que activan el
ciclo metil, como son la 5-adenosil-metionina sintetasa y la 5-adenosil homocisteina
hidrolasa, se inducen transcripcionalmente para producir grupos metilos necesarios
para la síntesis de etileno y para los numerosos pasos de metilación implicados en la
formación de los metabolitos secundarios (Kombrick y Somssich, 1995).
En muchas reacciones incompatibles se ha observado la rápida y masiva inducción de
proteínas relacionadas con la patogénesis (¡‘Rs) tanto en los lugares primarios de
infección como en lugares más alejados (Kombrick y Somssich, 1997). Las proteínas
PRs agrupan a un amplio grupo de proteínas distribuidas en diferentes clases, con
diferencias estructurales y funcionales. La acumulación de proteínas ¡‘Rs representa el




La muerte celular programada (¡‘CD) es un proceso activo de muerte celular
que se da durante el desarrollo de las plantas y en respuesta a situaciones
ambientales. En plantas este proceso es esencial para el desarrollo y supervivencia de
las mismas y también, al igual que en células animales podría constituir una respuesta
de defensa frente a a patógenos en plantas (Dang et al., 1996). De hecho, una de las
respuestas celulares más características de la reacción de defensa en plantas es la
inducción de la muerte celular localizada (HR) en el lugar de infección.
La inducción de la HR por patógenos e inductores de la resistencia es similar
en cierto modo a la apoptosis en células animales (Dangí et al., 1996>, puesto que
ambos procesos tienen en común fenómenos tales como el fraccionamiento del ADN
con extremos 3’OH, embebimiento de la membrana plasmática así como
condensación nuclear y plasmática en algunas células alrededor de la HR (Mittler st
aL, 1995; Levine st aL, 1996; Wang st aL, 1996; Ryerson y Heath, 1996; Gilchrist
1998). Entre los fenómenos más tempranos están el flujo de Ca», el intercambio de
H por K dentro de la célula (que lleva a una acidificac¡ón de la célula), y la apertura
de canales aniónicos especialmente canales de cloro (Atkinson st aL, 1985; Baker st
aL, 1987; DavisetaL, 1991).
Además, la HR está controlada genéticamente (Greenberg et al., 1994; Dietrich
et al., 1994) y requiere para su activación que la planta esté transcripcionalmente
activa (Hect al., 1993>.
Los virus son parásitos intracelulares obligados y necesitan de la maquinaria
celular del hospedador para su replicación. Considerando esto la muerte celular parece
una buena forma de bloquear el desarrollo del patógeno. Además la HR genera el
aislamiento mecánico de la célula infectada y se puede pensar que este fenómeno
previene la diseminación del virus por la planta. Sin embargo en estudios llevadosa cabo
con el gen N frente al virus del mosaico del tabaco (TMV) las partículas virales se pueden
encontrar en las células que rodean a la lesión necrótica incluso cuando la expansión de
la lesión ha cesado (De GraQa y Martín, 1976). Con lo cual la muerte celular no sería el
único mecanismo que frena la expansión del patógeno. Recientemente se ha
comprobado en plantas de Arabidops¡s con la mutación dndl, que la muerte celular
está separada y es independiente de los mecanismos de resistencia que llevan a la
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localización del patógeno. En el fenotipo desarrollado en este tipo de plantas la HR se
pierde sin que por ello la resistencia a la enfermedad se vea afectada (Yu et al., 1998).
1.6. RESISTENCIA INDUCIDA
Además de los mecanismos descritos anteriormente las plantas poseen un
nivel adicional de resistencia que es conferida por la inoculación previa con un virus.
Esta resistencia inducida puede ser de varios tipos.
1.6.1 .Protección cruzada
La protección cruzada o interferencia es la capacidad de un virus para prevenir
la infección por un segundo virus (Dodds, 1982>. Fue descubierta por McKinney en
1929, cuando observó que plantas de tabaco que estaban infectadas por una cepa
atenuada de TMV eran protegidas frente a otras cepas más agresivas de este virus. La
interferencia se observa mejor en aquellos virus que causan lesiones locales necróticas.
Se conoce por ejemplo que el número de lesiones producidas en N.sytvestñs por la cepa
U2 de TMV puede ser drásticamente reducida por la presencia en el inóculo de la cepa
Ul. Este fenómeno se ha descrito en distintas especies vegetales y únicamente en el
caso de algunos virus ha podido ser demostrada. La protección cruzada ha sido
ampliamente utilizada para establecer relaciones entre cepas de virus y ha sido de
interés potencial para la protección de plantas frente a virus en el campo (Mathews,
1991). La protección cruzada no ha sido sólo observada entre virus, también se ha
demostrado en viroides (Nibblet st al., 1978) o satélites de virus de plantas
(Jacquemond y Tepfer, 1993). En general para que el virus “protector” confiera
protección es necesario que se establezca en la planta antes de la llegada del virus
«desafiante”. La protección cruzada está limitada a virus que están estrechamente
relacionados, y se han propuesto una serie de mecanismos para explicar este tipo de
resistencia.:
- la proteína de la cápsida del virus protector encapsida el ARN del virus
desafiante e inhibe su expresión
- el ARN del virus desafiante hibrida con las cadenas complementarias del
ARN del virus protector que se está replicando activamente en la célula
- el virus protector impide el movimiento del virus desafiante hacia las hojas
superiores
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- el virus protector reduce los metabolitos del hospedador y/o ocupa las
estructuras del hospedador que requiere el virus desafiante para su
replicación y multiplicación.
1 .6.2.Resistencia adquirida
La resistencia adquirida es un fenómeno por el cual la infección de un huésped
por un virus induce una resistencia frente a posteriores infecciones por el mismo u otros
virus. Ross (1961a) observó en plantas de tabaco Samsun NN que habían sido
inoculadas con TMV se desarrollaba resistencia a virus desafiantes en zonas de entre 1 y
2 mm alrededor de las lesiones locales necróticas inducidas por la HR. A este fenómeno
se le llamó resistencia localizada adquirida (LAR). Ross (1961b) también observó que se
producía un fenómeno de resistencia sistémica adquirida (SAR) en zonas más allá de las
denominadas LAR, tanto en las hojas inoculadas en tejidos distantes de las lesiones
como en las hojas no inoculadas. Muchos estudios posteriores han demostrado que la
SAR proporciona un bajo, aunque significativo, nivel de resistencia frente a un amplio
rango de patógenos, ya que sólo una parte de los sistemas de defensa que se expresan
localmente se desencadenan en tejidos con SAR (Ryals et al., 1996). Se ha propuesto un
modelo por el cual el confinamiento del patógeno a los lugares primarios de infección se
debea la combinación de los efectos de la HR y la LAR (Dorey et al., 1997), mientras que
la SAR funcionaría como un mecanismo potenciador de la respuesta de defensa en






La determinación de los componentes virales que actúan como inductores de
la resistencia en plantas ha permitido una mayor profundización en el conocimiento de
los procesos biológicos que tienen lugar en el establecimiento de las interacciones
huésped-virus. Así mismo el estudio de los mecanismos de resistencia natural que
opera frente a virus en plantas permitirá, en un futuro, desarrollar estrategias más
eficaz que las actuales para el control de las enfermedades virales.
En estudios anteriores se ha establecido que la proteína de la cápsida de los
tobamovirus PaMMV y PMMoV-S es el determinante viral requerido para la inducción
de la respuesta de defensa en plantas de C. frutescens (L2L2) y de C. chinense (L3L3)
respectivamente. Además se comprobó que la capacidad de inducir la HR reside en la
proteína y no en el mARN (De la Cruz st al., 1997; Berzal-Herranz et al., 1995). Sin
embargo estos estudios no permitieron descartar la participación en la inducción de la
HR de otros componentes virales y/o de los procesos asociados a la replicación viral.
Basándonos en estos estudios, en etse trabajo nos hemos propuesto los
siguientes objetivos:
1. Identificación de los factores virales responsables de la inducción específica
de la resistencia activa (HR> mediada por los genes de la serie alélica L (L2-
L4) en plantas del género Capsicum
2. Estudio de la respuesta de defensa en plantas de G.ch¡nense (L3L3) frente a
la infección por la cepa española del virus del moteado suave del pimiento
(PMMoV-S).
3. Identificación de genes inducibles en C.chinense (L3L3> en los procesos de
resistencia frente a tobamovirus
4. Estudio de la resistencia inducida, frente a virus heterólogos, por la cepa
española de PMMoV en plantas de C.ch¡nense (L3L3).
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íí.MATERIALES Y METODOS
11.1 VIRUS
Virus del moteado suave del pimiento cepa española (PMMoV-S>: descrito por García-
Luque st aL (1990).
Virus del moteado suave del pimiento cepa italiana (PMMoV-l): descrito por Wetter st
al. (1984) y cedido por el Dr. M. Conti (Italia>.
Virus del moteado suave de la páprika (PaMMV): aislado
(Tobias et al., 1982).
y descrito por Rast (Holanda)
Los virus se conservan a 40C
hojas de las plantas infectadas.
como desecados sobre CaCI
2 de muestras de
II.2.PLANTAS DE ENSAYO
Capsicum frutescens L. Cv. “Tabasco” (L2L2)Caps¡cum ch¡nense N. J. Jacq. “Pl 159236” (L3L3)




Esoheáchía coIl DH5ct (Hanahan, 1983)
Escheñch¡a cok SURE (Clontech>
íí.4.CEBADORES
cebadores Secuencia Nucledtidos que abarca de la secuencia de
los viruS
cm 5CTGTGTAcTTcGGcG1TAGG3 5763-5783 ARN PMMoV
cp2 5’AATTccTcMcATcGGGTccY 6139-6159 complementaria al ARN de
PMMov
NcP1 SCGAAnccATGGCTTAcAcAGTT3 5685-5700 ARN PMMov
EcP2 5tGAGATATCflAAflGCGTrccATCY 6260-6277 complementaria al ARN de
PMMov
cPPa5’ 5GATAATcATGccrrATAcTGTATcrrcY 1039-1059 ARN de PaMMv
CPPa3 5’cccncGATnAAGTGGTGGGATAAcAY 1586-1613 complementaria al ARN de
PaMMV
Los cebadores universales #1 224 de
fago (directo) (New England Biolabs).
M13IpUC (Reverso) y #1233 del mismo
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íI.5.VECTORES
pT3T7 y pT3T7BM (Boehringuer). Se utilizaron para la donación de fragmentos de
ADN procedentes de reacciones de POR y para subclonar a partir de clones
preexistentes.
pMDJ82 (Dowson Day, 1994). Vector de expresión transitoria de genes en plantas. La
secuencia se inserta entre el promotor 35s del virus del mosaico de la coliflor que
controla su expresión y el nos terminador de la nopalina sintetasa. Cedido por Dr.
Dowson Day (Universidad de Sussex, Brighton, UK).
pP2C2S (Ohapman st aL, 1992). Vector de expresión transitoria de genes en plantas.
La expresión se encuentra controlada por el promotor de la proteína de la cápsida del
virus X de la patata. Cedido por Prof. Baulcome (Sainsbury Laboratory, Norwich, UK)
pDElOOlgnllGUS (Castresana st aL, 1990): plásmido que tiene el gen de la ¡3-
glucuronidasa insertado en el sitio BamHl del plásmido pDEIOOI. La expresión de la
enzima se encuentra bajo la acción del promotor del gen gnl de la ¡3-1 ,3-glucanasa de
Nicotiana plumbaginifolia. Cedido por Dra. Castresana (Centro Nacional de
Biotecnología, CSIC, Madrid>.
II.6.INMUNOSUEROS
Anti PMMoV y anti PaMMV: inmunosueros de conejo específicos de las proteínas de
cubierta de ambos virus. Preparados en el laboratorio de la Dra. M~ Teresa
Serra.
Anti PVX: inmunosuero de cabra específico de la OP de PVX de Boehringuer
Manheim.
Anti p14 de tomate: inmunosuero de conejo específico de la proteína p14 aislada de
plantas de tomate infectadas por el viroide de la exocortis de los cítricos
(CEVd) (Vera et al., 1988) cedido por el Dr. Conejero (E.T.S.l. Agrónomos.
Valencia).
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ll.7.TAMPÓNES Y SOLUCIONES GENERALES
Tampónes de inoculación
Virus tampón fosfato sádico 20 mM, pH 7.0
Transcritos 50 mM glicina, 30 mM K2HPO4, 1 % bentonita, 1% celite
Tampónes de electroforesis de ácidos nucleicos
TAE Tris-acetato 40 mM, pH 7,8, EDTA 1 mM
TBE Tris-borato 45 mM, pH 8,4, EDTA 1 mM
Carga en geles de
agarosa
glicerol 50%, EDIA 50 mM, azul de bromofenol 0.1% y xylene
cyanol0.1%
MOPS MOPS 40 mM, acetato sádico l0mM, EDTA 1 mM, pH 7.0.
SSC NaCí 150 mM, citrato sódico 15 mM, pH 7.0
Tampónes de electroforesis de proteínas
SDS-PAGE Tris 25 mM, glicina 190 mM,, pH 8,3, SDS 0.1%
Transferencia Tris 25 mM, glicina 190 mM,, pH 8,3, metanol 20%
Tampón disociador Tris-HCI 62.5 mM, pH 6,8, SDS 2%, ¡3-mercaptoetanol 2%,
glicerol 10%.
PBS NaCí 150 mM, fosfato sádico 10 mM, pH 7,2
PBST PBS, 0.05% Tween 20
ll.2.METODOS
ll.2.1.Cultlvo de plantas en tierra
Las plantas se mantuvieron en cámaras de cultivo a una temperatura de 2500,
humedad relativa del 60%, con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad y
una intensidad lumínica de 10.000 lux.
ll.2.2.lnoculación de virus en plantas de los géneros Nicotiana y Capsicum
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Las plantas fueron inoculadas de forma mecánica utilizando como abrasivo
celite y como inoculo diferentes concentraciones de los tobamovirus purificados y de
PVX que fueron diluidas en tampón de inoculación de virus.
ll.2.3.Cultivo de plantas in vito
Para el cultivo de plantas in vitm se esterilizaron las semillas durante 20
minutos en lejía (0.2 g/L) seguido de 4 lavados con agua destilada estéril. Las plantas
se cultivaron en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) en cámara de cultivo a 230C,
con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad y una intensidad lumínica de
10.000 lux. Las plantas se utilizaron entre 6-8 semanas después de su germinación
para los experimentos de expresión transitoria de genes virales.
ll.2.4.Puriflcación de virus
Los virus detallados anteriormente se inocularon en plantas de N.bentham¡ana
a una concentración de 50 ¡ig/ml en tampón de inoculación. Diez días después de la
inoculación (d.p.i.) los virus PaMMV y PMMoV se purificaron según el método de
García-Luque et al. (1990) y PVX según el método de
La concentración viral se calculó por métodos espectrofotométricos utilizándose
un valor de E~,o.
1%=3 (Wetter et al., 1984).
ll.2.5.Obtención de células competentes y transformación
La obtención de células competentes de E col) DH5a y SURE se realizó por los
métodos de CaCL2 (Sambrook et aL, 1989) y de RbCI (Hanahan, 1983). Su
transformación se llevó a cabo por el método del “shock” térmico descrito en
Sambrook etaL, 1989.
Una vez transformadas las bacterias se cultivaron a 30~37oC en medio LB
(Sambrook et al., 1989).
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ll.2.6.Purificación de ADN plasmidico
Para la purificación de plásmidos a pequeña escala a partir de cultivos
bacterianos se utilizó el método de lisis alcalina descrito en Sambrook et aL (1989).
Para las purificaciones a gran escala se utilizó el “Plasmid Midi KW’ de QUIAGEN.
La cuantificación de ácidos nucleicos se llevó a cabo espectrofotométricamente
considerando un coeficiente E~o¶%=21 para DNA (Billeter et al., 1966>.
ll.2.7.Electzoforesis en geles de agamsa
Los fragmentos de ADN se separaron en geles horizontales de agarosa del
0.8% al 1% en TAE. Para visualizar las bandas se añadió bromuro de etidio a una
concentración final de 1.2 ~M.Las muestras se prepararon en tampón de carga para
ácidos nucleicos. Cuando se trataba de muestras de ARN todo el material empleado
se limpiaba con SOS al 10%.
ll.2.8.Elución de fragmentos de ADN de geles de agarosa
Se utilizaron dos sistemas para la elución de fragmentos de ADN de geles de
agarosa.
En el primero de ellos se utilizó el kit de “Geneclean” de 810 101 Inc para eluir
el ADN de las bandas cortadas a partir del gel de agarosa.
En el segundo sistema después de separar las muestras en un gel de agarosa
libre de ADNasas, las bandas de interés se cortaron y se transfirieron a un tubo
eppendorf. Se añadió un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1) en
una proporción de 1 mg/ml y se trituró la agarosa. Posteriormente el homogeneizado
se mantuvo a -800C durante 2 minutos. Después de centrifugar a temperatura
ambiente durante 15 minutos a 13.000 r.p.m. en una microcentrífuga se recogió la fase
superior y se repitió este paso de fenolización dos veces. Por último se recogió de
nuevo la fase superior y se añadió 1/10 del volúmen de acetato sódico 3M pH 5.3 y
dos volúmenes de etanol absoluto y se dejó precipitar a -200C durante 16 horas.
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ll.2.9.Construcclón de genomas virales hibridos
11.2.9.1 Clonaje de la CP de PaMMV
Clonaie en DT3T7
Para el clonaje del cADN de la proteína de cubierta de PaMMV se utilizó el clon
THG-2 (de la Cruz etat, 1997) y se mutagenizó el extremoS’ por PCR para incluir en la
secuencia la diana de restricción Stu 1 junto al ATG inicial de la proteína de cubierta. Para
la amplificación del fragmento de ADN que codifica para la CP se utilizaron los
cebadores CPPa5’ y CPPa3’. El fragmento amplificado fue de 568 bp correspondientes
a los 485 nucleátidos que codifican para la CP del virus y los primeros 83 nucleátidos del
extremo 3’ no codificador del virus. Los extremos se rellenaron con el fragmento Klenow
de la ADN polimerasa. El fragmento se eluyó de un gel de agarosa y se clonó en el
vector pT3T7 que había sido previamente digerido con la enzima Xbal, rellenados sus
extremos con la enzima Klenow ADN polimerasa y defosforilados. En los dones
obtenidos se comprobó que la orientación y secuencia del inserto era la correcta. Se
seleccionó uno de dichos clones para los posteriores pasos de donación. Este clon se
denominó pT-CPPa
Clonaie en DPC2S
Para el clonaje del ADN de la CP del virus PaMMV en el vector de expresión en
plantas pPO2S derivado del virus PVX, el plásmido pT-CPPa se digirió con la enzima Eco
Rl, se rellenó ese extremo con el fragmento Klenow ADN polimerasa, y se volvió a digerir
con la enzima Sal 1. El fragmento una vez eluido de un gel de agarosa se clonó en el
vector pPO2S previamente digerido con las enzimas EcoRV/Sall y defosforilado. Al
plásmido resultante se le llamó pPVXCPPa.
Olonaie en oMJD82
Para el clonaje de la secuencia de la CP de PaMMV en el vector pMJD82 se
digirió el plásmido pT-CPPa con las enzimas Stul y Pstl. El fragmento obtenido se separó
en un gel de agarosa y se eluyó la banda correspondiente al gen de la CP. Este
fragmento se clonó en el plásmido pMJD82 que previamente había sido digerido con las
enzimas Ncol, rellenado este extremo con el fragmento Klenow, digerido de nuevo con la
enzima Pstl y defosforilado.
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ll.2.9.2.Clonaje de la CP de PMMoV-S
Clonaie en oT3T7BM
Para el clonaje de la proteína de cubierta de PMMoV-S en los vectores de
expresión en plantas se utilizó el clon pSS-2 (Berzal-Herranz et al., 1995) y se
amplificó por POR con los cebadores NOPí y el cebador universal 1233 M1S/pUC
(New England Biolabs). El fragmento obtenido de la POR fue digerido con la enzima
Ml III, seguido de una incubación con el fragmento Klenow, y de una digestión con Ncc
1. El fragmento de 594 bp resultante estaba constituido por 474 bp correspondientes a
la secuencia de la OP y 120 bp correspondientes al extremo Yno codificador del ARN
viral. Este fragmento fue donado en el plásmido pT3T7BM (Boehringuer) en los sitios
de restricción Nco l-Hind III. Se corroboró la correcta secuencia de la OP de PMMoV-S
y se seleccionó uno de los clones obtenidos, denominándolo pT-CPS para su
utilización en los posteriores pasos de clonaje.
Olonaie en oPC2S
Para donar la secuencia de ADN correspondiente a la OP de PMMoV-S en el
plásmido pPC2S, el plásmido pT-OPS se digirió con la enzima de restricción Hind III,
se rellenó este extremo con el fragmento Klenow, y se digirió de nuevo con la enzima
Sal 1. El producto de la digestión se separó por electroforesis en un gel de agarosa, y
el fragmento eluido se clonó en el vector pPC2S que habla sido previamente digerido
con las enzimas Eco RV/Sal 1. Al clon resultante que contenía la OP de PMMoV-S se
le denominó pPVX-CPS.
Clonaie en pMJD82
Para el clonaje de la secuencia de la OP de este virus en el vector pMJD82 el
plásmido pT-CPS se digirió con las enzimas de restricción Sty 1 y Xba 1. El producto de
la digestión se separó en un gel de agarosa y se eluyó la banda correspondiente a la
OP. Este fragmento se subclonó en el vector pMJD82 que había sido digerido con las
mismas enzimas y se había defosforilado.
ll.2.9.3.Clonaje de la CP de PMMoV-l
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Olonaie en oT3T7BM
La estrategia de donación seguida se basó en trabajos anteriores de nuestro grupo
en los que se demostró que el dominio viral responsable de la capacidad de PMMoV-l
para romper la resistencia conferida por el gen L3 se encontraba en los 287 nucleótidos
del extremo 3’ de la secuencia del virus (que corresponde a la región 3’ codificadora de
la proteína de cubierta y la región 3’ no codificadora). Se comprobó que la introducción
de un cambio aminoacidico en la secuencia proteica de la OP de PMMoV-l de Asn
1~ por
Met1~, daba lugar a un cambio en el fenotipo de esta cepa pasando a ser sensible a la
acción del gen de resistencia L
3 de C.ch¡nense (Berzal-Herranz et aL, 1995). Así pues se
procedió a la donación de la secuencia de un gen híbrido entre las proteínas de cubierta
de las cepas 5 e 1 de PMMoV de forma que contuviera el extremo 5’ de la OP de la cepa
española y el extremo 3’de la OP de la cepa italiana, junto a la región 3’ no codificadora
de esta última cepa.
Dos clones pT-CPS (contiene la OP de PMMoV-S) y píOS (Berzal-Herraz et al, 1995)
(contiene la OP de PMMoV-l) se utilizaron para obtener el plásmido pT-OPI que contiene
la secuencia nucleotídica de la proteína híbrida. Este plásmido se obtuvo por una triple
ligación de los siguientes fragmentos:
- fragmento del plásmido pT-OPS digerido con Hind lll-Bsp Hl que contiene los
nucleótidos 5685-6070 de la OP de PMMoV-S
- fragmento del plásmido píOS (Berzal-Herranz, 1995) digerido con Afl III, rellenados
los extremos con el fragmento Klenow, y digerido con Bsp Hl que contiene los
nucleótidos 6071-6283 de la secuencia de PMMoV-l
- vector pT3T7BM digerido con Ncc 1 y Eco RV.
Al plásmido resultante se le denominó pT-OPI y se corrobó su secuencia para
determinar que era correcta.
Clonaie en DPC2S
Para donar la proteína de cubierta híbrida en el vector pPC2S se digirió el
plásmido pT-OPI con la enzima de restricción Hind III, el plásmido digerido se trató con
el fragmento Klenow, y se digirió de nuevo con la enzima Sal 1. El fragmento digerido
de 618 bp fue separado por electroforesis en un gel de agarosa y una vez eluido se
clonó en el vector pPO2S que había sido previamente digerido con las enzimas Eco
RV/Sal 1. El plásmido resultante fue denominado pPVX-OPI.
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Clonsie en DMJD82
Para clonar la secuencia de la OP híbrida en el vector pMJD82 se digirió el
vector pT-OPI con las enzimas Sty 1 y Xba 1. El producto de la digestión se separó por
electroforesis en un gel de agarosa y el fragmento correspondiente a la OP se clonó
en el vector pMJD82 digerido con las mismas enzimas y defosforilado.
ll.2.9.4.Clonaje del gen GUS en el vector pMJD82
Para donar la secuencia del gen GUS en el vector de expresión en plantas
pMJD82 se digirió el plásmido pBll2l con las enzimas Xbal y EcoRI. El producto de la
digestión se separó en un gel de agarosa y el fragmento de 2752 bp correspondientes
a la secuencia codificadora del gen GUS bajo el promotor 35s de OaMV y con el sitio
de poliadenilación de la nopalina sintetasa (NOS-ter>, se eluyó y se clonó en el
plásmido pMJD82 digerido con las enzimas de restricción Xbal y EcoRI. Al plásmido
resultante se le denominó pMJD-GUS.
ll.2.1O.Secuenciación de ADN y análisis de las secuencias
En el proceso de secuenciación se siguió el proceso de “prime walking”
descrito en Strauss et aL (1986). Se utilizó la enzima FS Amplitaq ADN polimerasa
para las reacciones de amplificación usando terminadores marcados (kit “ABI
PRISMTMfl DE Perkin Elmer. Como cebadores se emplearon los oligonucícótidos
universales “forward” y “reverse” del bacteriófago M13 y los correspondientes a cada
una de las secuencias de los fragmentos de ADN de interés. Los productos de
reacción se analizaron en un secuenciador automático (ABI PRISM 377) de Perkin
Elmer. Los programas BLAST y BLASTX (Altschul et al., 1990) se utilizaron para el
análisis, alineamiento y comparación de las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas.
11.2.11 .Generación de transcritos virales
Los transcritos virales se generaron a partir de los plásmidos con las
construcciones pPVX-OPPa, pPVX-CPS, pPVX-CPI y pP2C2S por transcripción in
vitm con la 77 ARN polimerasa una vez que los plásmidos hablan sido digeridos con la
enzima Spel. Los transcritos con la estructura Cap fueron sintetizados con el kit T7
Oap-Scribe (Boehringer Manheim). La cantidad e integridad de los transcritos se
analizó por electroforesis en geles de agarosa. Las reacciones se pararon cuando se
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les añadió EDTA pH 8.0 hasta una concentración 20 mM. Finalmente a estas
reacciones se les añadió tampón de inoculación de transcritos.
ll.2.12.Propagación de virus quimeras en plantas
Plantas de N.bentham¡ana Domin fueron inoculadas con transcritos virales
generados in vitro con las construcciones derivadas del vector pP2Cs (pPVX-OPPa,
pPVX-OPS, pPVX-CPI y pPVX). Se siguió la evolución de la infección en hojas
inloculadas y hojas superiores no inoculadas entre 1 y 7 d.p.i. Las proteínas de
cubierta de los tobamovirus y de PVX se cuantificaron utilizando los ensayos ELISA-
DAS y Western Blot utilizando los inmunosueros específicos de las proteínas de
cubierta de cada virus.
ll.2.13.Detecc¡ón de las protelnas de cubierta virales mediante ELISA-DAS
La detección y cuantificación de las proteínas de cubierta de los tobamovirus y
de PVX en extractos de plantas infectadas se realizó como se describe en Berzal-
Herraz et al. (1995) utilizando para ello los inmunosueros adecuados para cada virus.
Para PaMMV y PMMoV’ se utilizaron los inmunosueros elaborados en nuestro
laboratorio y para PVX un suero comercial (Boehringuer).
Las muestras se prepararon triturando tejido fresco de hoja con tampón PBST-
BSA 0.2% en una proporción de 10 ¡U por cada mg de tejido fresco. Posteriormente se
centrifugaron las muestras durante 2’ a 13.000 r.p.m. en una microcentrífuga. Se
ensayaron diluciones crecientes de cada una de las muestras para determinar la
concentración viral referida a la curva patrón de cada virus.
La O.D. de las muestras de las placas se midió en un lector de microplacas
EAR 400 SLT-Labinstruments a una longitud de onda de 405 nm.
Todas las diluciones de las lgG, IgGFA, muestras y sustrato fueron
determinadas empíricamente.
El método utilizado fue el descrito en Olark y Adams (1977).
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ll.2.14.Detección de las proteínas de cubierta virales mediante Western Blot
Las muestras de hojas de plantas infectadas con los distintos virus se
separaron en geles de poliacrilamida-SDS en cubetas “Mini Protean II” de Bio-Rad
según el método descrito por Laemmli (1970). Las proteínas eran desnaturalizadas
diluyéndolas en tampón disociador (125 mM Tris-HOI, pH 6.8, 4% SDS, 4% de ¡3
mercaptoetanol, 20% glicerol, 0.02%azul de bromofenol> y calentándolas 5 minutos a
950C antes de ser cargadas en el gel. Los geles empleados tenían una zona de
concentración de la muestra con 4,5% de poliacrilamida y una zona de separación del
17% de poliacrilamida cuando se tartaba de proteínas virales.
La electroforesis se realizó a 15 mA por gel hasta que la muestra pasaba del
gel de concentración al gel de separación, y 20 mA por gel el resto de la
electroforesis.
ll.2.15.Electrotransferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa o de
PVDF
Las proteínas separadas en los geles desnaturalizantes de poliacrilamida se
transfirieron a filtros de nitrocelulosa o de PVDF (Amersham) con el sistema “Mini
Trans-Blot” de Bio-Rad. La transferencia se realizó en tampón Tris-glicina-metanol
(Tris 25 mM, glicina 190 mM, pH 8.3, 20 % metanol) a 250 mA durante 1 hora 30
minutos (Tobwin etal., 1979).
ll.2.16.lnmunodetección de proteinas sobre filtros
Para la detección de las proteínas transferidas se utilizaron los inmunosueros
detallados anteriormente a una dilución de 1/10000 para PMMoV-S y PMMoV-l,
1/2000 para PaMMV y 1/300 para PVX. Posteriormente se incubaron las membranas
con anticuerpos marcados con peroxidasa anti lgG de conejo (Nordick) o anti lgG de
cabra (Boehringuer), dependiendo del origen del inmunosuero utilizado anteriormente.
La actividad de la peroxidasa ligada al anticuerpo se detectó por el sistema de
quimioluminiscencia ECL de Amersham.
MATERIALES Y METODOS 35
ll.2.17.Preparación de ARN total de la planta
La preparación del ARN total de plantas se realizó mediante el método de
Logeman et aL (1987). Las muestras de tejido vegetal de hojas inoculadas con los
distintos virus y de hojas superiores no inoculadas se recogieron entre 1 y 7 d.p.i. para
los análisis por Northem Blot y a los 7 y 15 d.p.i. para la detección de las secuencias
de las OP de los tobamovirus mediante PCR. Las hojas fueron trituradas en tampón
guanidina (8M hidrocloruro de guanidina, 20 mM MES, 20 mM EDTA, 50 mM ¡3
mercaptoetanol, pH 7.0) en la proporción de 1 ml/gr de tejido seguido de una
extracción vN con fenovcloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1) y centrifugación
durante 5’ a 7500 r.p.m. en un rotor SS34 en centrífuga Sorval o a 13.000 r.p.m. en
una microcentrífuga. Se recogió la fase acuosa y los ARN fueron precipitados
añadiendo 0.2 volúmenes de ácido acético 1M pH 4.8 y 0.7 volúmenes de etanol
100% e incubando durante 20 mm a ~20oO.Tras una nueva centrifugación durante 20
minutos a 7500 r.p.m. en un rotor SS34 en centrífuga Sorval o a 13.000 r.p.m. en una
microcentrífuga el ARN fue lavado con etanol al 70%, secado a vacío y resuspendido
en H20 estéril. Tras su extracción se determinó su concentración, se conservó y se
guardo a -80~C.
La cuantificación de ARN se realizó espectrofotométricamente considerando un
coeficiente de E~a¶%=25 (Kaper y Geelen, 1971).
ll.2.18.Detección por RT-PCR de las secuencias de las proteínas de cubierta de
los tobamovirus
La detección de las secuencias de las proteínas de cubierta virales de los
tobamovirus en las muestras de ARN total de plantas se realizó mediante la técnica de
RT-PCR. En esta técnica el ARN viral sirve como molde para la síntesis de la cadena
complementaria mediante una reacción de transcripción reversa (RT) catalizada por la
enzima AMLV retrotranscriptasa (Promega). La reacción se incubó a 4200 durante 45
minutos en un volumen final de 20 ~tlen tampón 50 mM Tris-HOI (pH 8.9), 50 mM 01K,
7.5 mM Ol2Mg, 0.125¡IM de cada uno de los desoxinuclcótidos, 0.1 ¡LM del cebador
correspondiente en cada caso y 1 unidad de la enzima AMV-RT.
Una vez sintetizadas las hebras de cADN se procedió a realizar la reacción de
POR, en un volumen final de entre 25 y 100 pL que contenían: 20 ~dde la reacción en
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la que se encuentra el ADN molde, 2.5 unidades de Amplitaq (Perkin Elmer), los
cebadores correspondientes a una concentración 1 ¡xM, 250 ¡íM de la mezcla de
desoxinucícótidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0.25 mM MgCI2, y el tampón de la
reacción compuesto por Tris-HOI 10 mM (pH 8.3), 50 mM KCI. Las temperaturas y el
número de ciclos se determinaron según la longitud del fragmento a amplificar y la
estabilidad al apareamiento de los cebadores. Se utilizó un termociclador Perkin Elmer
(Gene Amp POR System 2400).
Para la amplificación de la OP de PaMMV los cebadores utilizados fueron el
CPPa3’ para la reacción de RT y la pareja CPPaW y CPPa3’ para la reacción de POR.
El programa de ciclos seguido fue de 5 mm a 9200, 25 ciclos de 30 seg de
desnaturalización a 9200, 30 seg de hibridación a 5600 y 1 mm de polimerización a
7200, con un último ciclo de 10 mm a 7200.
Para la amplificación de la OP de PMMoV los cebadores utilizados fueron el
CP2 para la reacción de RT y la pareja OPí y 0P2 para la reacción de PCR. El
programa de ciclos seguido fue de 5 mm a 9200, 25 ciclos de 30 seg de
desnaturalización a 9200, 30 seg de hibridación a 5600 y 1 mm de polimerización a
7200, con un último ciclo de 10 mm a 72DO.
Un volumen de 1/10 de la reacción se analizó por electroforesis en geles de
agarosa. La banda amplificada en el caso de PaMMV fue de 590 bp y en el caso de
PMMoV fue de 395 bp.
lI.2.19.Extracción y cuantificación de proteínas para el análisis de PRs en plantas
del género Capslcum
Las proteínas PRs fueron extraídas según el método de Tobias et aL (1989).
Plantas de C.frutescens, C.ch¡nense y C.chacoense fueron inoculadas con los virus
PaMMV, PMMoV-S y PMMoV-l respectivamente a una concentración de 40 ¡g/ml y
con sus correspondientes virus quimera PVX-OPPa, PVX-CPS y PVX-OPI en las
condiciones indicadas en el apartado 11.2.12. Oomo control todos los huéspedes se
inocularon con el virus vector PVX vacío. Las hojas inoculadas y las hojas superiores
no inoculadas se trituraron en mortero con N2 líquido añadiendo 1 ml de tampón de
extracción (100 mM ácido cítrico, 200 mM PO4Hna2, 0.3% ¡3-mercaptoetanol, 0.1%
ácido ascórbico, 0.1% PVP, pH 2,8) por cada gramo de tejido fresco. El
MATERIALES Y METODOS 37
homogeneizado se centrifugó a 20.000 g durante 20 minutos y el sobrenadante se
dializó frente a tampón Tris-HOI 62,5 mM pH 6,8 a 400 durante 24 horas, con tres
cambios de tampón.
La cantidad total de proteínas extraída se cuantificó por el método de Bradford
utilizando seroalbúmina bovina como patrón (Bradford, 1976).
ll.2.20.Detección de pmtetnas PRI en plantas del género Capsicum
Muestras de 5 ¡ig de proteínas totales extraídas por el método anteriormente
descrito se disolvieron en 15 pI de tampón disociador de proteínas (Laemmli, 1970>,
se desnaturalizaron por calentamiento a 9500 y se separaron por SDS-PAGE
(Laemmli, 1970). La electroforesis y la transferencia a filtros de nitrocelulosa o PVDF
se realizaron como se ha detallado en el apanado 11.2.14..
La detección de proteínas PR del gurpo 1 se realizó utilizando el inmunosuero
específico de la PR p14 de tomate a una dilución de 11400.
11.2.21 .Transfeccion de plantas del género Capsicum por el método biolistico
Para la transfección de ADN en plantas del género Capsicum se utilizaron
plantas de 6-8 semanas de C.tn¡tescens, C.chinense y C.chacoense crecidas in vitro
como se indica en el apartado 11.2.3. de materiales y métodos. Las hojas de dichas
plantas fueron cortadas y colocadas sobre medio MS en placas Petri de 10 cm de
diámetro.
La preparación de los microproyectiles y la precipitación del ADN sobre éstos
se realizó por el método de Klein et al. (1988). La transfección de hojas por este
método se realizó en un aparato PDS-1000/He de Bio-Rad. Los microproyectiles,
bolas de oro de 1 pm de diámetro recubiertos por moléculas de ADN, se disparaban a
través de discos de ruptura de 1200 psi sobre las placas que contenían las hojas
cortadas.
Para la transfección de ADN se utilizaron plantas de C.fnitescens se utilizaron
microproyectiles recubiertos con las siguientes combinaciones de plásmidos:
pMJD82 (5 p.g) + pMJD-GUS (2.5 pg)
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pMJD-CPPa (5 ¡tg> + pMJD-GUS (2.5 i’g>
pMJD-CPS (5 gg) + pMJD-GUS (2.5 ¡tg>
pMJD82 (5 ¡g) + pgnl/GUS (2.5 jg)
pMJD-CPPa (5 ¡ig) + pgnIIGUS (2.5 jxg)
pMJD-OPS (5 ~‘g)+ pgnl/GUS (2.5 ¡tg)
Hojas de plantas de C.chinense cultivadas en las mismas condiciones que las
anteriores se transfectaron con microproyectiles cubiertos con las siguientes
combinaciones de ADN:
pMJD82 (5 ~ig)+ pMJD-GUS (2.5 ¡tg)
pMJD-OPS (5 ¡.tg) + pMJD-GUS (2.5 jxg)
pMJD-OPI (5 pg) + pMJD-GUS (2.5 ¡xg)
pMJD82 (5 ¡tg) + pgnl/GUS (2.5 gg)
pMJD-CPS (5 ~‘g)+ pgnl/GUS (2.5 ¡Lg)
pMJD-OPI (5119) + pgn1/GUS (2.5119)
Hojas de plantas de C.chacoense cultivadas en las mismas condiciones que las
anteriores se transfectaron con microproyectiles cubiertos con las siguientes
combinaciones de ADN:
pMJD82 (5 ~g)+ pMJD-GUS (2.5 ¡xg)
pMJD-OPS (5 ¡tg> + pMJD-GUS (2.5 ¡g)
pMJD82 (5 ~g)+ pgnl/GUS (2.5 jxg)
pMJD-OPS (5 gg) + pgnl/GUS (2.5 ¡tg)
Se dispararon dos tandas de microproyectiles sobre cada una de las placas.
Una vez realizados las hojas se transfirieron a placas Petri sobre papel de filtro
húmedo y se mantuvieron en las mismas condiciones de las plantas cultivadas in vitro
entre 8 horas y 4 días post bombardeo dependiendo del momento en el que se
analizaron.
ll.2.22.Análisis de la actividad Í3-glucuronidasa
En las hojas transfectadas se analizó la actividad GUS a 8,16, 24 y 4 d.p.b. por
el método de Jefferson et al. (1987). Para ello el tejido vegetal se cubrió con la
solución que contiene el sustrato (100 mM Tris pH 7,5, 50 mM NaCí, 2 mM de
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ferrocianuro potásico y 2 mM de ácido 5-Bromo 4-Cloro-3-lndol 3-D-glucurónico (X-
Gluc)). Se infiltró a vacío y se incubó a 3700 durante 16 horas. Oomo resultado de la
hidrólisis del X-Gluc por la ¡3-glucuronidasa aparece el compuestodicloro-
dibromoindigo, producto de color azul que permite la localización de la actividad
enzimática. Tras dos lavados de 10’ en tampón 100 mM Tris pH 7.0 para parar la
reacción el tejido se fijó en glutaraldehido al 1% diluido en 100 mM Tris-l-ICL pH 7.5.
Para visualizar la tinción azul de la actividad GUS el tejido se clarificó por sucesivos
lavados en una serie de etanol. Por último se rehidrató el tejido invirtiendo las series
de etanol y se conservó sumergido en tampón en 100 mM Tris-HOI pH 7.5 o en etanol
del 70%. La actividad GUS fue observada en las hojas mediante un
estereomicroscopio ZEIS.
ll.2.23.AnáIlsis de ARN por el método “Northem”
Los ARN totales de hojas inoculadas de plantas de C.chinense infectadas con
las cepas 5 e 1 del virus PMMoV se separaron por electroforesis en un gel de agarosa
al 1.5% preparado con 6% formaldehído en tampón MOPS (40 mM MOPS, 10 mM
acetato sódico, 1 mM EDTA, pH 7.0). 10 gg de ARN de las distintas muestras se
diluyeron hasta un volumen de 10 ¡tI con agua a los que se añadieron 12.5 ¡il de
formamida desionizada, 4 ¡tI de formaldehido al 33% y 2.5 ¡.d de MOPS 1 Ox. Las
muestras se calentaron a 6500 durante 10 minutos y se les añadió 2.5 ¡tI del tampón
de muestra. La electroforesis se realizó a 50 voltios durante 1 hora y a 70 voltios
durante las restantes 3 horas.
La transferencia de ARN a membranas de nylon se realizó según el protocolo
descrito en Sambrook et aL <1989). El ARN se transfirió por capilaridad a la
membrana de nylon y se fijó en un “UV crosslinkiner” de Stratalinker con 120.000 ¡¡4
de energía UV.
Las muestras de ARN transferidas a membranas fueron prehibridadas durante
1 hora a 6500 en una solución que contenía 6x y Sx solución Denhardt (0.5% SDS,
100 ng/ml ADN de esperma de salmón, 50% formamida). Posteriormente se añadió la
sonda marcada con ~P y se incubó 16 h a 6500. Las membranas se lavaron cuatro
veces con una solución 2x SSO, 0.1% SDS a 6500 y una vez más con una solución lx
SSO y 0.1% SDS a 6500.
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El revelado se hizo por exposición de las membranas a películas
autorradiográficas (kodak X-OMAT-AR).
ll.2.24.Marcaje de ácidos nucleicos
La sonda utilizada para la detección de los ARN virales de las cepas 5 e 1
PMMoV fue una sonda de ARN que se transcribió a partir del clon pT3T7-OPS
(plásmido pT3T7 y la secuencia de la proteína de cubierta de PMMoV-S) con las
enzimas ARN T7 polimerasa (Boehringuer) o ARN T3 polimerasa (Boehringuer)
dependiendo de si las cadenas que se iban a detectar en las membranas de nylon
eran respectivamente las positivas o las negativas del virus. Para realizar el marcaje el
plásmido pT-OPS fue digerido con la enzima Hind III para que sirviera como molde en
la transcripción en la que realizó el marcaje para la detección de las cadenas positivas
y con la enzima EcoRI para la detección de las cadenas negativas. Una vez realizado
el marcaje de la sonde se realizaba un contaje de la radiactividad incorporada.
EcQRV Hindílí
U ARN
ll.2~25.Detección de especies reactivas de oxigeno
La determinación de la producción de anión superóxido (0=)se realizó por el
método descrito en Doke (1983). Este método se basa en la capacidad que tienen los
aniones superóxido de reducir el compuesto “nitroblue tetrazolium” (NBT).
Plantas de C.chinense fueron inoculadas con 50 gg/ml de las cepas española e
italiana de PMMoV y con tampón. Se recogieron muestras de cinco discos de hoja de
uno 8 mm de diámetro cada uno, de diferentes hojas inoculadas tanto de las plantas
inoculadas con los virus como con de los controles inoculados con tampón a los
siguientes tiempos: cada hora desde 1 hasta 12 h.p.i., y a partir de este tiempo a las
14,16, 24, 36,48 y 72 h.p.i.. Las muestras se sumergieron e incubaron durante 1 hora
en una solución de 0.05% NBTy 10 mM NaN3 en tampón fosfato pH 7.8. La mezclase
calentó a 8500 durante 15 minutos y se enfrió en hielo rápidamente. La actividad de
T3 ARN
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los discos para reducir NBT fue expresada como incremento de absorbancia a 580 nm
en 1 hora por 100 mg de tejido fresco. En las muestras de plantas inoculadas con los
virus se refería a la actividad de las plantas inoculadas con tampón, considerándose
esta actividad con un valor absoluto de 1. Todas las muestras se recogieron por
duplicado.
La determinación de la producción de H202 se realizó por el método descrito en
Tiedemann (1997> basado en la actividad de una peroxidasa comercial (Sigma) para
degradar las moléculas de agua oxigenada presentes en las muestras vegetales. Para
realizar estos experimentos se inocularon plantas de O.chinense con 50 ¡.tg/ml de las
cepas española e italiana de PMMoV y con tampón y se recogieron muestras de cinco
discos de hojas inoculadas de 8 mm cada uno que se sumergieron e incubaron en 2
ml de una mezcla de reacción que contenía 0.05% guayacol y 5 unidades de
peroxidasa de rábano (Sigma) en tampón fosfato 50 mM pH 7.0. La mezcla se incubó
2 horas a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad. Se determinó a una
absorbancia de 450 nm y los valores obtenidos eran expresados como nmol H202/100
mg de tejido fresco. Los resultados obtenidos en las planta sinoculadas con ambos
virus fueron referidos a los valores obtenidos en cada tiempo en las muestras
inoculadas con tampón y a las que se dio el valor de 1. Todas las muestras se
recogieron por duplicado.
ll.2.26.Detección de callosa
Plantas de C.ch¡nense fueron inoculadas con 50 ng/ml de las cepas española e
italiana de PMMoV y con tampón. Las muestras de cada una de las plantas, dos
discos de 8 mm de diferentes Hl se recogieron adistintos tiempos postinoculación. Las
muestras fueron hervidas en una mezcla de fenol-ácido láctico (1:1) durante dos
minutos y posteriormente se tiñeron durante 30 minutos en una solución acuosa de
anilina azul al 0.05 % en tampón fosfato potásico 0.067M pH 5.8. Las muestras se
prepararon en la solución de anilina y se observaron en un microscopio ZEIS por
epifluorescencia ultravioleta. Todas las muestras se recogieron por duplicado.
ll.2.27.Detección de autofluorescencia en zonas necrosadas
Plantas de C.ch¡nense fueron inoculadas con 50 ng/ml de las cepas española e
italiana de PMMoV y con tampón. Se recogieron muestras a distintos tiempos
postinoculación de plantas de dos discos de 8 mm de diferentes Hl. Las muestras
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fueron hervidas en una mezcla de fenol-ácido láctico (1:1> durante dos minutos.
Posteriormente se lavaron sucesivamente en etanol al 50% y agua, y se prepararon
para su observación en una solución de glicerol al 50%. La autofluorescencia de
visualizó en un microscopio ZEIS por epifluorescencia ultravioleta.
ll.2.28.Cuantiflcación de la muerte celular
Plantas de C.chinense fueron inoculadas con 50 xg/ml de las cepas española e
italiana de PMMoV y con tampón. Las muestras de hojas inoculadas se recogieron a
distintos tiempos post inoculación y fueron tratadas según el método de Tuner y
Novacky (1974). Cuatro discos de hojas diferentes de unos 8 mm de diámetro y se
recogían por duplicado. Las muestras se sumergieron en 1 ml de la solución acuosa
del colorante Evans Blue al 0.25%y se incubaron durante una hora a temperatura
ambiente. Posteriormente se lavaron en agua destilada y el colorante acumulado en
las hojas se eluyó en una solución acuosa de metanol al 205 y SDS al 1%. Se
midieron a una absorbancia 600 nm y la muerte celular se cuantificó como un
incremento de la misma a esta longitud de onda siempre referida a un valor de 1 que
era el que alcanzaban las muestras inoculadas con tampón.
Análisis de ARN diferenciales por RT-PCR
Para los ensayos de ARNs diferenciales las muestras de Hl se procesaron
como se ha indicado en el apanado . Para la eliminación completa de ADN las
muestras se trataron primero con proteinasa K para eliminar las posibles ARNasas y la
posible degradación del ARN cuando se incubaran a 3700 con la ADNasa.
Las reacciones de RT-PCR se llevaron a cabo acorde con las instrucciones del
“kW’ . Para generar la primera hebra de cADN se mezclaron 0. .2 ¡g de ARN libre de
DNA (0.1 ¡ig/pi), 2 ¡ti del cebador de anclaje <T12AT y T12CT), 1.6 ¡ti dNTP(250 ¡íM), 4
pi buffer de la transcriptasa reversa (125 mM Tris-HOI, pH 8.3, 188 mM KCI, 7.5 mM
MgCI2, 25 mM DTT) y dH2O hasta completar un volumen final de 19 pi. Después de
incubar la muestra 1 minuto a 3700 se añadió 1 pi de la enzima MMLV transcriptasa
reversa. El ciclo de tiempos y temperaturas a los que se incubaron las muestras fueron
los siguientes: 65
0C Smin 3700 60 mm 950C 5 mm.
La reacción de amplificación por PCR se llevó a cabo en un volumen final de 20 pl
compuesto por 2 pl de la mezcla de reacción anterior, 2 pl de bufier de la Taq
polimerasa (100 mM Tris-HOI, pH 8.4, 500 mM KCI, 15 mM MgCL
2, 0.01% gelatina),
1.6 pl dNTP (25 pM), 2 pl del cebador de anclaje anteriormente utilizado, 2 pl de
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cebador arbitrario (API, AP2, AP3, AP4ó AP5) (2 pM), 1 pl cJ~S-.dATP (1200 Oi/nmol)
y 1 unidad de la enzima Ampli TAQ polimerasa (Perkin Elmer). Las reacciones se
llevaron a cabo conforme a los siguientes ciclos: 40 ciclos de 94~C 30 seg. 4000 2
mm 7200 30 seg. y un ciclo final 7200 5 mm.
Todas las reacciones de polimerización se llevaron a cabo en un termociclador
Perkin Elmer. Los fragmentos amplificados se separaron en un gel de acrilamida 6%
en tampón TBE. Antes de cargar las muestras se les añadieron 2 pl de tampón de
carga y se corrieron en el gel durante 3.5 horas a una intensidad de corriente
constante de 60 vatios. Una vez finalizada la electroforesis el gel se secó sobre un
papel Whatman 3MM y fue revelado por autorradiografia. Una vez visualizadas las
bandas y localizadas las de interés se procedió a su elución del gel.
Para eluir las bandas se cortan aquellas consideradas de interés y se
introducen en un tubo eppendorf. Se añaden 100 pl se dH2O y se deja 10 minutos a
temperatura ambiente. Se hierve el tubo durante 15 minutos y se centrifuga a 13.000
r.p.m. en una microcentrífuga. Se transfiere el sobrenadante a un nuevo tubo
eppendorf y se añaden 10 pl de acetato sódico 3M pH 5.3, 5 pl de glucógeno (10
mg/mí> y 450 pl de etanol absoluto. Se deja 30 minutos a -80~O. Se centrifuga 10
minutos a 13.000 r.p.m. en una microcentrífuga a 400 para precipitar el ADN. Se lava
el ADN con etanol al 85% y se seca.
Una vez eluidos los fragmentos se procedió a la generación de extremos romos
en los mismos con la enzima Klenow y se procedió a su clonación en el vector pT3T7
digerido con la enzima Hindíl. Una vez obtenidos los diferentes clones de cada uno de
los fragmentos diferenciales se procedió a su secuenciación. Una vez obtenidas estas
























111.1 ESTUDIO DE LOS INDUCTORES VIRALES DE LA RESISTENCIA CONFERIDA
POR LOS GENES L EN EL GÉNERO CaDsicum
.
Como ya se ha señalado anteriormente en el género Capsicum, la resistencia
frente a tobamovirus es conferida por cuatro genes alélicos en el locus L (L1 - Li con un
incremento en la efectividad frente a los miembros de los tobamovirus (Boukema et aL
1980, Boukema 1982.). Estos virus se han agrupado en patotipos, que se han designado
como P
0, P1, P12, y P~ , según su capacidad para sobrepasar la resistencia de los
genes L
1, L2, L3 y L4. Para identificar los inductores de la resistencia de esta serie alélica
frente a tobamovirus se donaron las OP de PaMMV (patotipo P
1) , PMMoV-S (patotipo
P1,2> y PMMoV-l (patotipo P123> en los vectores de expresión transitoria en plantas y se
estudió su interacción con los genes L en plantas de C. fn~tescens (L2L2), C. chinense(LAL3) y C. Chacoense (LV>.
111.1.1 .Clonaje de las proteinas de cubierta de los virus PaMMV, PMMoV-S y
PMMoV-l en el vector pPC2S
En las figuras 1,2 y 3 se muestran los esquemas del clonaje de las proteínas de
cubierta de los tobamovirus estudiados en el vector de expresión en plantas pPC2S. El
clonaje se realizó tal y como se indica en los apartados 11.2.9.1., 11.2.9.2. y 11.2.9.3. en
el apartado de materiales y métodos.
En los clones resultantes pPVX-CPPa, pPVX-CPS y pPVX-CPI, las proteínas
de cubierta se expresan bajo la acción del promotor de la OP de PVX. En la estrategia
de donación de todas ellas se han conservado dos pautas en común. No existe ningún
nucleótido por delante del ATG inicial de las secuencias de las CPs de los tobamovirus
y en todas ellas se ha conservado parte del extremo 3’no codificador (83 bp en la
secuencia de la OP de PaMMV, 120 bp en la secuencia de PMMoV-S y de la
secuencia de PMMoV-l).
lll.1.2.lnfectividad y acumulación de los virus quimera en plantas del género
Nicotiana
La infectividad de los ARNs transcritos derivados de los plásmidos pPVX-
OPPa, pPVX-CPS y pPVX-OPI se ensayó en plantas de N. bentham¡ana y N.sylvesttis.
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Figura 1. Representación esquemática de la estrategia de clonaje del gen de la proteína






































Figura 2. Representación esquemática de la estrategia de clonaje de la CP de PMMoV-S
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Figura 3. Representación esquemática de la estrategia de clonaje de la GP híbrida entre la Gp de









En N. benthamiana se produjo una infección sistémica tanto con los transcritos
quiméricos como con el transcrito derivado del plásmido pPC2S. Los síntomas
observados fueron semejantes en todos los casos.
La acumulación de las proteínas de la cápsida de PVX y de las OP de los
distintos tobamovirus expresadas a partir de los distintos virus quimera fue
determinada por ELISA-DAS y Western Blot a distintos tiempos post inoculación, tanto
en Hl como en HS. Como se muestra en la tabla y/o figura en las HS no inoculadas la
mejor relación entre la CP del vector PVX y la CP de los tobamovirus se observó a los
5 d.p.i. Este tiempo se seleccionó para la obtención de inóculo para los posteriores
ensayos.
El gen N’ de Nicotiana sylvestrts confiere resistencia frente a todas las cepas
de TMV excepto frente a la cepa UI. Los mutantes Ul capaces de infectar
sistémicamente se diferencian de las cepas de TMV, que se quedan localizadas en las
HI, en una sustitución aminoacidica en la OP (Knorr y Dawson, 1988; Culver y
Dawson, 1989>, y posteriormente se determinó que la OP era el inductor viral de la
resistencia en plantas de N.sylvestñs (Culvery Dawson, 1991).
La infección de plantas de N.sylvestfls por las cepas pimiento de los
tobamovirus genera también la aparición de una HR en forma de LLN a los 3-4 d.p.i..
Por ello se utilizó este huésped para analizar la infectividad de los virus quimeras PVX-
OPPa, PVX-CPS y PVX-CPI y para comparar el fenotipo de las lesiones producidas
con el inducido con los virus PMMaV, PMMoV-S y PMMoV-l. Los virus quimeras junto
con PVX, se inocularon a partir de savia de plantas de N. benthamiana que habían
sido infectadas con los transcritos virales. Como controles de la infección y aparición
de síntomas se inocularon plantas con los virus salvajes PaMMV (50 pg/ml), PMMoV-S
(50 pg/ml) y PMMoV-l (50 pg/ml).
A los 4 d.p.i. se observó la inducción de LLN tanto en las plantas inoculadas
con los virus quimeras como en las inoculadas con los tobamovirus. Las lesiones
necróticas formadas por los tobamovirus eran semejantes a las de los virus derivados
con el correspondiente inserto de la CP (figura 4). En las plantas inoculadas con el
virus PVX no hubo aparición de necrosis en las Hl aunque sí se observaron puntos
cloróticos a lo largo de todo el tiempo que duró el experimento (figura 4). A los 15 d.p.i.
no se observaron síntomas de clorosis o necrosis en las hojas superiores no
inoculadas de ninguna de las plantas.
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Se recogieron muestras de Hl a losS d.p.i. y de HS a los 15 d.p.i. para analizar
por Western blot la presencia/ausencia de la proteína de cubierta viral de los
tobamovirus, y por RT-POR para determinar la presencia/ausencia de la secuencia de
dichas proteínas.
Como se observa en las figura 5 se detectaron las CPs virales en las Hl tanto
en las plantas inoculadas con los virus quimeras (PVX-CPPa, PVX-CPS y PVX-CPI)
como en las inoculadas con los tobamovirus (PaMMV, PMMoV-S, PMMoV-l>. En las
HS no inoculadas no se detectaron estas proteínas en ninguna de las muestras
analizadas.
Una vez establecidas las condiciones de la infección y de síntomas en plantas
de N. bentham¡ana y N.sylvestris se procedió a determinar si la proteína de la cápsida
de los tobamovirus era el único factor viral necesario para la inducción de la
resistencia conferida por los genes L2, L3 y L4 del género Capsicum.
lll.1.3.Estudio de los inductores virales de la resistencia en plantas de C.
frutescens.
En plantas de C. frutescens cv Tabasco (LJL2), el virus PaMMV induce la
resistencia conferida por el gen L2, mientras que las cepas 5 e 1 de PMMoV,
sobrepasan esta resistencia y producen una infección sistémica en este huésped.
Para determinar si la OP de PaMMV es el único factor viral requerido para la
inducción de la resistencia conferida por este gen plantas de C. frutescens (L2L2) se
inocularon con los virus quimeras PVX-OPPa, PVX-CPS, PVX-OPI y PVX, utilizando
diferentes diluciones de inóculo procedentes de plantas de N. bentham¡ana inoculadas
5 días antes con las distintas construcciones.
En las plantas de C. fmtescens inoculadas con el virus hibrido PVX-CPPa se
observó la aparición de lesiones locales necróticas a los 4 días post inoculación (d.p.i.),
periodo que fue semejante al observado para la inducción de LLN por el virus PaMMV en
todos los casos ensayados. Sin embargo el fenotipo de las lesiones generadas en cada
uno de los casos es algo diferente. En las plantas inoculadas con el virus PaMMV las
lesiones son redondeadas y conservan un halo clorótico alrededor de la necrosis. En
las hojas inoculadas con el virus quimera las lesiones son más irregulares, en general
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son de mayor tamaño y no conservan ese halo clorótico que se genera cuando son
infectadas con el virus inductor de la resistencia. En las plantas inoculadas con el
vector PVX vacío no se observó ningún tipo de lesión a este tiempo post inoculación
(figura 6).
En HS no inoculadas la sintomatología depende de la dosis de inóculo
utilizada. A elevadas dosis de inóculo estas plantas muestran a los 15 d.p.i. síntomas
de necrosis sistémica semejantes a los producidos cuando se inoculó el virus vector
PVX vacío. Esta infección es debida a que para la generación de este virus vector
(pPC2S) se duplicó el promotor de la proteína de cubierta del virus PVX (Ohapman et aL,
1992). La inserción del inserto se produce entre ambas secuencias duplicadas. Esto hace
que durante la infección del virus hibrido pueda existir una recombinación homóloga entre
ambos promotores y se pierda el fragmento insertado. Sin embargo, cuando en el inóculo
se mantenía una relación de 20-40 ng de proteína de cubierta de PaMMV por 1 pg de
proteína de cubierta de PVXse indujo la reacción hipersensible y la formación de lesiones
locales necróticas, y no se detectó infección de PVX en las HS. Como se observa en la
tabla II las plantas que fueron incoculadas con el vector vacio muestran una necrosis
generalizada a los 15 d.p.i., mientras que las plantas inoculadas con el virus quimera que
contenía la OP de PaMMV no desarrollaron síntomas visibles y su aspecto fue similar al
de las plantas que fueron inoculadas con tampón.
Se analizó la presencia/ausencia tanto de las secuencias de la OP de PaMMV
como de las proteínas de cubierta de este virus y de PVX en las condiciones en las
que no se produce la infección sistémica del virus vector vacio PVX en plantas
inoculadas con el virus quimera, con el virus inductor PaMMV, con PVX y con tampón.
Cuando se analizaron por RT-POR y por ELISA-DAS y Western Blot muestras de Hl a
los 7 d.p.i. y de HS a los 15 d.p.i. sólo se detectaron las secuencias correspondientes
a la OP de PaMMV y la proteína de este virus en las hojas inoculadas. En las HS no
inoculadas no se detectó la secuencia ni la propia proteína de este virus en ninguna de
las plantas que fueron inoculadas (figura 7, A y B).
Para determinar la especificidad de la interacción de la OP de PaMMV y el
genotipo L2L2 se inocularon plantas de este huésped con los virus quimera PVX-CPS y
PVX-CPI. Como se observa en la tabla II durante los primeros estadios de la infección,
tanto las plantas inoculadas con los virus quimera PVX-OPS y PVX-OPI, como las
inoculadas con las cepas 5 e 1 de PMMoV, muestran un aspecto similar al de las
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Figura 7. Detección de la secuencia y la GP de PaMMV y PVX en plantas de O. frutescens
inoculadas con los virus PaMMV y PVX, y con el virus quimera PVX-CPPa.
<A) Detección de la GP de PaMMV (superior) y PVX <inferior) en plantas inoculadas con los virus
indicados en cada una de las figuras en hojas inoculadas (HI) a los 5 d.p.i. Y en hojas superiores
no inoculadas <HS) a los 15 d.p.i..
(B) Detección de la secuenda de la GP de PaMMV por RT-PCR en Hl a los 5 d.p.i. y en HS a los
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Figura 8. Detección de la secuencia y la OP de PMMV-S y PVX en plantas de C.
frutescens inoculadas con los virus PMMoV-S y PVX, y con el virus quimera PVX-CPS.
<A) Detección de la OP de PMMoV-S <superior) y PVX (inferior) en plantas inoculadas can
los virus indicados en cada una de las figuras en hojas inoculadas <HI) a los 5 dpi. Y en
hojas superiores no inoculadas (HS) a los 15 dpi..
<B> Detección de la secuencia de la OP de PMMoV-S por RT-PCR en Hl a los 5 d.p.i. yen
HS a los 15 d.p.i.. Las plantas control (O) fueron inoculadas con tampón.
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Figura 9. Detección de la secuencia y la CP de PaMMV y PVX en plantas de C.
frutescens inoculadas con los virus PMMoV-l y PVX, y con el virus quimera PVX-CPI.
<A) Detección de la CP de PMMoV-l (superior) y PVX <inferior) en plantas inoculadas con
los virus indicados en cada una de las figuras en hojas inoculadas (HI) a los 5 d.p.i. Y en
hojas superiores no inoculadas <HS) a los 15 d.p.i..(B) Detección de la secuencia de la CP de PMMoV-l por RT-PCR en Hl a los 5 d.p.i. y en




desarrollaron síntomas de necrosis sistémica. En ningún momento se observó
aparición de lesiones necróticas en las hojas inoculadas. A los 10 d.p.i. las plantas
inoculadas desarrollaron un mosaico suave en hojas superiores no inoculadas. A los
15 d.p.i. se observó una necrosis sistémica idéntica a la desarrollada en las plantas
inoculadas con el virus vector vacio (Tabla II>.
En las hojas inoculadas y superiores de estas plantas se analizó, a los 7 y a los
15 d.p.i. respectivamente, la acumulación de la proteína de cubierta de PVX, PMMoV-
5 y PMMoV-l tanto por Western blot como por ELISA-DAS. La acumulación de ambos
virus quimera fue similar en hojas inoculadas y en las hojas superiores no inoculadas.
Se detectó también la presencia de las secuencias de la OP de PMMoV-S y PMMoV-l
mediante RT-PCR con los cebadores CP1 y 0P2. Se amplificó un fragmento de cDNA
de 395 b.p. correspondiente a la OP de PMMoV-s y PMMoV-l tanto en Hl como en HS
no inoculadas (figuras 8 y 9>
Tabla 1. Inducción de síntomas en plantas de C. frutesceas cv Tabasco inoculadas con los
virus quimeras PVX-CPPa, PVX-CPS y PVX-CPI, y con el virus PVX.
Síntomas desarrollados en plantas de Caps¡cum frutescens (L2L2)
Virus Hl. (Sd.p.i.) H.S. <10 d.p.i.) H.S. <15 d.p.i.)
PVX Asintomático Mosaico Necrosis
PVX-CPPa LLN Asintomático Asintomático
PVX-OPS Asintomátíco Mosaico Necrosis
PVX-CPI Asintomático Mosaico Necrosis
111.1.3.1 Inducción de marcadores de resistencia por la proteína de cubierta de PaMMV
La inducción de la proteína relacionada con la patogénesis PRí ha sido
ampliamente descrita como un marcador de la resistencia hipersensible en distintos
huéspedes <Van Loon, 1985; Ukness et aL, 1993). Para determinar si la OP del virus
PaMMV además de ser el único factor viral requerido para la inducción de LLN, era
también el inductor de marcadores asociados a la HR, se inocularon plantas de C.
fnatescens con el virus quimera PVX-OPPa y con los virus PaMMV y PVX.
Las Hl y HS de estas plantas se analizaron por Western Blot utilizando un

















Figura 10. Detección de la proteína relacionada con la patogénesis PR1 en plantas de
C. frutescens inoculadas con los virus PaMMV y PVX, y con el virus quimera PVX-CPPa, en
hojas inoculadas (HI) y hojas superiores no inoculadas a los días post inoculación <dpi) que





por patógenos en plantas transgénicas de tabaco (Tornero et aL, 1997). Se observó
que en las plantas que habían sido inoculadas con el virus PaMMV (figura 10> existía
una inducción de la proteína PRI desde los 2 d.p.i. hasta los 7 d.p.i. en 1-II. En HS la
inducción se detectó a partir de los 4 d.p.i. (figura 10). En plantas inoculadas con el
virus quimera PVX-OPPa se observó el mismo patrón de inducción que cuando se
inoculaba PaMMV, tanto en Hl como en HS. En plantas inoculadas con el virus PVX la
inducción de esta proteína se produce sólo en Hl y a tiempos más tardíos, a partir de
los 4 d.p.i. En HS no se detecta esta proteína ni siquiera a los tiempos más largos que
se han analizado.
De estos resultados se deduce que la OP de PaMMV es el único factor viral
necesario para la inducción de la resistencia en plantas de Caps¡cum con el gen i3, y
que esta interacción es específica ya que los virus quimeras que contenían las OP de
PMMoV-S y PMMoV-l no indujeron la resistencia en este huésped.
111.1 .3.2.Estudio de la inducción de la muerte celular y penes asociados a la resistencia
en olantas de C.frutescens
Para determinar si la CP es el inductor viral de la respuesta de defensa fuera
de todo contexto viral se expresó la secuencia de la OP de PaMM y de PMMoV-S en
plantas, mediante el vector pMJD82.
En las figuras 11 y 12 se muestra el esquema del procedimiento requerido para
el clonaje de las CPs de PaMMV y PMMoV-S en el vector pMJD82.
Para el estudio plantas de C. frutescens cultivadas in vitro fueron transfectadas
mediante una técnica de bombardeo con microproyectiles. Este sistema de expresión
transitoria por métodos biolísticos se basa en la predicción de que la transfecclón de
las células de C. frutescens con los plásmidos pMJD-CPPa y pMJD-CPGUS induciría
de la muerte celular durante la HR e inhibiría por la expresión de la OP de PaMMV la
expresión del gen de la j3-glucuronidasa (GUS) que se encuentra bajo el control de un
promotor constitutivo en plantas. Así pues las partículas de oro con las que se
transfectaron las hojas de C. frutescens se recubieron con las siguientes
combinaciones de ADN:
pMJD82 (5 pg) + pMJD-GUS (2.5 pg)
pMJD-CPPa <5 pg) + pMJD-GUS (2.5 pg)
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Figura 11. Esquema de la donación de la OP de PaMMV en el vector de expresión en plantas pMJD82.
La expresión de la proteína se encuentra bajo la acción del promotor 35s del virus del mosaico d cía
coliflor y el enhancer D de TMV. La región codificadora de la proteína aparece en color gris y la no
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FIgura 12. Esquema de la donación de la CF’ de PMMoV-S en el vector de expresión en plantas
pMJDB2. La expresión de la proteína se encuentra bajo la acción del promotor 35s del virus del mosaico







pMJD-OPS <5 pg) + pMJD-GUS (2.5 gg>.
Después de la transfección las hojas se conservaron en placas petri en una
atmósfera de humedad y fueron analizadas para detectar la actividad GUS a las 8,16
y 24 horas post bombardeo (h.p.b.). En el ensayo histoquimico realizado a las 8 h.p.b.
no pudimos detectar actividad de la enzima en ninguno de los casos. A las 16 h.p.b. se
detectó actividad GUS en las hojas transfectadas con el control pMJD82/pMJD-GUS y
con la combinación pMJD-CPS/pMJD-GUS y esta actividad fue mayor cuando se
analizaron las hojas a las 24 h.p.b (figura 14). En las hojas transfectadas con la
combinación pMJD-OPPa/pMJD-GUS no se detectó actividad de la enzima en ninguno
de los tiempos analizados <figura 14).
Para determinar si la MR que induce la OP de PaMMV en C. frutescens se
encuentra asociada a la inducción de un marcador de resistencia como las proteínas
relacionadas con la patogénesis, se llevó a cabo un experimento similar al anterior en
el que el gen GUS se encuentra bajo la acción del promotor de la ~3-1-3-glucanasagnl
de N.plumbagin¡fol¡a <Castresana et aL, 1990). Se ha visto que la expresión del
promotor gnl es fuertemente inducido en plantas transgénicas de N.tabacum durante
la HR que se desencadena por la infección de Pseudomonas syñngae pv. Sytingae
<Castresana et al., 1990). Las combinaciones de plásmidos que fueron
cotransfectadas en hojas de C. frutescens fueron las siguientes:
pMJDB2 <5 pg) + pgnl/GUS <2.5 pg)
pMJD-OPPa (5 pg> + pgnl/GUS (2.5 pg)
pMJD-OPS <5 pg) + pgnl/GUS <2.5 pg)
Las muestras fueron analizadas para detectar actividad p-glucuronidasa a las
8,16 y 24 h.p.b. A las 8 h.p.b. no se pudo detectar actividad en ninguna de las
muestras analizadas. A las 16 h.p.b. sólo se observó actividad en las hojas
transfectadas con la combinación pMJD-CPPa/pgnl/GUS, siendo la actividad detectada
mayor a las 24 h.p.b. (figura 15>.
Con estos experimentos se ha determinado que la expresión de la proteína de
cubierta de PaMMV, fuera de todo contexto viral, es capaz tanto de inducir la muerte




lll.1.4.Estudio de los Inductores virales de la resistencia en plantas de C.
chinense (L3L3>
La resistencia que confiere el gen L3 frente a tobamovirus es activa frente a la
mayor parte de los tobamovirus excepto para algunas cepas de PMMoV, como la cepa
italiana (PMMoV-I>.
Para determinar si la OP de los virus PaMMV o PMMV-S era el único
determinante viral responsable de la inducción de la resistencia en plantas de C.
chinense (L3L3), plantas de esta especie se inocularon con savia de plantas de N.
bentham¡ana infectadas con los virus quimera PVX-CPPa, PVX-CPS, y PVX. También
se inocularon plantas con los tobamovirus PaMMV y PMMoV-S para establecer un
control positivo tanto en la aparición de lesiones locales necróticas como en el
seguimiento de la infección. Al igual que en C. frutescens, en este huésped se
ensayaron distintas diluciones del inóculo procedente de las plantas de N.
benthamiana.
En todas las diluciones ensayadas, la inoculación en plantas de C. chinense de
los virus quimeras PVX-CPPa y PVX-CPS produjo a los 4-5 d.p.i. la aparición de
lesiones locales necróticas en las hojas inoculadas. Estas lesiones se caracterizaron
por tener una necrosis central y un halo clorótico alrededor Aunque son similares a las
producidas por los virus PaMMV y PMMoV-S, respectivamente, su morfología es algo
diferente. Las lesiones producidas por el virus son más redondeadas y su diámetro es
menor (fig), mientras que las producidas por los virus quimera son irregulares y algo
más grandes.
En las plantas inoculadas con los distintos virus se recogieron muestras de Hl
y HS a los 5 y 15 d.p.i respectivamente y se analizó la presencia de las CPs virales
por Western Blot y las secuencias de las CPs de PaMMV y PMMoV-S por RT-PCR
(figuras 16 y 17).
En las plantas inoculadas con PVX-CPS, la CP de PMMoV-S y la secuencia de
esta proteína no fueron detectadas en las hojas superiores no inoculadas (figura 17)
en ninguno de los casos analizados, independientemente de la dosis de inóculo
utilizada. La OP de PVX fue detectada en ambos tipos de hojas en un 80% de las
plantas. El 20% restante no mostraron infección sistémica por el virus vector PVX.
Cuando en el inóculo se mantenía una relación de 30-60 ng de proteína de cubierta de

RESULTADOS 65
PMMoV-S y 1 ~gde proteína de cubierta de PVX, observamos que existía suficiente
cantidad de CPS para inducir la reacción hipersensible y confinar el virus vector PVX
en las Hl sin que se produjera infección sistémica (Tabla III). Este mismo resultado se
obtuvo al inocular el virus quimera PVX-CPPa en las condiciones indicadas
anteriormente (Tabla III>.
Como hemos indicado anteriormente PMMoV-l es el único tobamovirus capaz
de sobrepasar la resistencia conferida por el gen L3. Así pues, para determinar la
especificidad de la interacción de las CPs de PaMMV y PMMoV-S y las plantas de C.
chinense (L3L3), se procedió a infectar plantas de C. chinense con el virus quimera
PVX-CPI. En las plantas de C. chinense inoculadas con este virus no se observó la
aparición de lesiones locales necróticas en las hojas inoculadas a diferencia de lo que
sucedía cuando se inoculaba con las progenies virales de los clones PVX-CPS y PVX-
CPPa (figura 16). A los 15 d.p.i. estas plantas desarrollaron síntomas de necrosis
sistémica semejantes a los producidos cuando se inoculaba el vector vacío <tabla III>.
Tabla III. Inducción de síntomas en plantas de O. chinense inoculadas con los virus quimeras
PVX-CPPa, PVX-CPS y PVX-CPI, y con el virus PVX.
Síntomas desarrollados en plantas de Caps¡cum chinense
Virus inductor Hl. (5d.p.i.> H.S. (Sd.p.i.) H.S. (15 d.p.i.)
PVX Asintomático Asintomático Necrosis
PVX-CP1I LLN Asintomático Asintomático
PVX-CPS LLN Asintomático Asintornático
PVX-CPI Mosaico Mosaico Necrosis
A los 5 y 15 d.p.i. se detectó la proteína de cubierta viral de la cepa italiana
tanto en las hojas inoculadas como en las hojas superiores de las plantas de C.
chinense inoculadas con el virus quimera PVX-CPI. Del mismo modo por RT-PCR
observamos la amplificación de un fragmento de 395 bp correspondiente a la proteína
de la capsida del virus del moteado suave del tanto en Hl como en HS (figura 19).
lll.1.4.1.lnducción de marcadores de resistencia por la proteína de cubierta de
PMMoV-S
PVX-CPPa
Hl MS Hl HS
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FIgura 17. Detección de la secuencia y la OP de PaMMV y PVX en plantas de O. chinense
inoculadas con los virus PaMMV-S y PVX, y con el virus quimera PVX-GPPa.
(A) Detección por Western Blot de la CP de PaMMV (superior) y PVX (inferior) en plantas
inoculadas can los virus indicados en cada una de las figuras en Hl a los 5 d.p.¡. y en HS no
inoculadas a los 15 d.p.i..
(B) Detección de la secuencia de la GP de PaMMV por RT-PCR en Hl a los 5 d.p.i. y en HS

















Figura 18. Detección de la secuencia y la GP de PMMoV-S y PVX en plantas de O.
chinense inoculadas con los virus PMMoV-S y PVX, y con el virus quimera PVX-CPS.
<A) Detección por Western Blot de la CP de PMMoV-S (superior) y PVX <inferior) en plantas
inoculadas con los virus indicados en cada una de las figuras en Hl a los 5 d.p.i. y en HS no
inoculadas a los 15 d.p.m..
<B) Detección de la secuencia de la GP de PMMoV-S por RT-PCR en Hl a los 5 d.p.i. y en


















Figura 19. Detección de la secuencia y la GP de PMMoV-l y PVX en plantas de O.
chinense inoculadas con los virus PMMoV-l y PVX, y con el virus quimera PVX-CPI.
(A) Detección por Western Blot de la OP de PMMoV-l (superior) y PVX <inferior) en
plantas inoculadas con los virus indicados en cada una de las figuras en Hl a los 5 d.p.i. y
en HS no inoculadas a los 15 dpi..
(E) Detección de la secuencia de la GP de PMMoV-l por RT-PCR en Hl a los 5 d.p.i. y en
HS a los 15 d.p.i.. Las plantas control <O) fueron inoculadas con tampón.
PMMoV-l





















Figura 20. Detección de la proteína relacionada con la patogénesis PRI en plantas de O.
chinense inoculadas con las cepas española e italiana de PMMoV y PVX, y con el virus
quimera PVX-CPPS, en hojas inoculadas <HI) y hojas superiores no inoculadas a los días







Para determinar si la expresión de la proteína PR1 está asociada a la HR
mediada por la expresión de la CP de PMMoV-S se inocularon plantas de C. chinense
con las cepas $ e 1 de PMMoV y con el virus quimera PVX-CPS y con el vector PVX
solo. Las proteínas PRs se extrajeron a distintos tiempos postinoculación de las hojas
inoculadas y de las hojas superiores no inoculadas. Análisis por Westem Blot de las
proteínas extraídas mostraron que la proteína PRI se induce tanto en las hoja
sinoculadas con el virus PMMoV-S como en las inoculadas con el virus quimera PVX-
CPS. Esta proteína comienza a detectarse a los 2 d.p.i. en la splantas inoculadas con
PMMoV-S y a los 3 d.p.i. en las plantas inoculadas con el virus quimera PVX-CPS. En
las hojas inoculadas con el vector PVX solo, esta proteína solamente empezó a
detectarse a tiempos tardíos de la inoculación y a unos niveles de expresión muy
bajos, tal y como sucede en plantas inoculadas con el virus PMMoV-l (figura 20>.
Estos resultados confirmaron que la GP de PMMoV-S es el único factor viral
responsable de la inducción de la respuesta hipersensible en C. Chinense e induce no
solo la muerte celular sino que también activa la síntesis y la acumulación de la PRI
de pimiento.
lll.1.4.2.Estudio de la inducción de la muerte celular y penes asociados a la
resistencia en plantas de C.ch¡nense
Para establecer si la proteína de cubierta del virus es el inductor de la reacción
de defensa en C. chinense (L3L3) fuera de ningún otro contexto viral empleamos el
mismo sistema de expresión transitoria utilizado en el caso de plantas de C. frutescena
var Tabasco. Para llevar a cabo estos experimentos se utilizaron los plásmidos pMJD-
CPS y pMJD-CPI que contienen las proteínas de cubierta de las cepas espatiola e
italiana de PMMoV en el vector de expresión en plantas pMJD82 bajo el promotor 35s
del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y como gen marcador se utilizó la
construcción pMJD-GUS en la que el gen GUS está bajo el mismo promotor que
ambas proteínas de cubierta viral. Como control se utilizó el vector pMJD82 vacío.
En la figura 21 se puede observar el esquema de la estrategia seguida para el
clonaje de la Gp de PMMoV-l en el vector pMJDB2.
Con estos clones se procedió a la transfección de plantas de C. chinense por la
técnica de bombardeo con microproyectiles. Las partículas de oro se recubrieron con el
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Figura 21. Esquema de la donación de la GP de PMMoV-l en el vector de expresión en plantas
pMJD82. La expresión de la proteína se encuentra bajo la acción del promotor 35s del virus del mosaico
de la coliflor y el enhancer ~ de TMV. La región codificadora de la proteína aparece en color gris y la noE codificadora en blanco (nc). La secuencia proteica se encuentra seguida del terminador nos de lanopalina sintetasa.
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experimentos las partículas de oro fueron recubiertas con las siguientes combinaciones
de DNA:
pMJD82 (5 g> + pMJD-GUS (2.5 ¡xg)
pMJD-CPS (5 ~tg)+pMJD-GUS (2.5 ¡xg>
pMJD-CPI (5 ~g>+ pMJD-GUS (2.5 ng).
Una vez bombardeadas las hojas se conservaron en placas petri sobre papel
de filtro humedecido. Entre los 3 y 5 días post bombardeo aparecieron LLN (figura 22>
en hojas que habían sido transfectadas con el plásmido pMJD-CPS que contenía la
GP de la cepa avirulenta, pero no en aquellas que habían sido transfectadas con la GP
de la cepa compatible o con el vector vacío (figura 22).
Después de la transfección se realizó el ensayo histoquimico para detectar la
actividad GUS a 8,16 y 24 h.p.b.. En todos los casos a las 8 h.p.b. se observaron
manchas azules, características de la actividad de la enzima GUS, si bien en hojas
transfectadas con pMJD-CPS+pMJD-GUS el número de zonas con actividad GUS fue
menor que cuando se transfectaban con las construcciones pMJD-CPI+pMJD-GUS o
pMJD82+pMJD-GUS. En estos dos últimos casos las manchas azules de creciente
intensidad fueron detectadas en las hojas en todos los tiempos analizados (figura 23).
En contraste a las 24 h.p.b. en hojas tranafectadas con pMJD-CPS+pMJD-GUS no se
observaron manchas azules, indicando que la actividad GUS se habla reducido a
niveles indetectables (figura 23). Estos resultados demuestra que la proteína de
cubierta de PMMoV-S es capaz por sí misma de inducir la muerte celular asociada a
HR en plantas de C. chinenso.
Además para determinar si la HR inducida por la GP de PMMoV-S se
encuentra asociada a la inducción de genes de defensa se llevó a cabo un
experimento similar al anterior utilizando como marcador el gen GUS bajo el control
del promotor del gen gnl de la p-1-3-glucanasa de Nplumbaginifol¡a (Castresana et
al., 1990). El análisis histoquimico de la actividad GUS reveló la presencia de manchas
azules a las 24 h.p.b. en hojas tranfectadas con pMJD-CPS+gnl/GUS, pero no
cuando eran transfectadas con con pM.JD-CPI+gnl/GUS o con pMJDO2+gnhIGUS
<figura 24). Estos resultados demuestran que la expresión transitoria de la GP de
PMMoV-S en hojas de C. chinense es capaz de activar la expresión de genes de




111.1 .5.Estudio de los inductores virales de la resistencia en plantas de C.
chacoense <L4L4>
El gen U de C. chacoense es efectivo frente a todos los tobamovirus descritos.
Los virus PaMMV y las cepas 5 e 1 de PMMoV inducen la reacción hipersensible en
las hojas inoculadas y quedan localizadas en dichas hojas.
Para determinar si la proteína de cubierta de los tobamovirus es el único
determinante viral necesario para la inducción de la resistencia mediada por el gen
plantas de C. chacoense se inocularon con los virus quimera PVX-CPPa, PVX-CPS,
PVX-CPI. Como controles de la infección se inocularon plantas con los virus PaMMV,
las cepas 5 e 1 de PMMoV y PVX, y con tampón de inoculación. A los 5 d.p.i. se
desarrollaron LLN en las Hl de las plantas inoculadas tanto con los virus quimera como
con los distintos tobamovirus. Las únicas plantas que no desarrollaron síntomas
visibles fueron las plantas inoculadas con el virus vector PVX (figura 25>.
Hay que destacar que en este huésped la morfología de las lesiones
producidas por la progenie viral derivada de las construcciones PVX-CPPa, PVX-CPS
y PVX-CPI fueron diferentes a las producidas por los virus PaMMV y PMMoV. Las
lesiones producidas por los virus quimera fueron más redondeadas y uniformes, y la
zona central está rodeada por un halo necrótico que limita la lesión (figura 25>. En las
plantas inoculadas con PaMMV, PMMoV-S y PMMoV-l las lesiones son más
expandidadas e irregulares y las lesiones no se encuentran rodeades por un halo
necrótico.
A los 15 d.p.i. sólo se observaron síntomas sistémicos de necrosis en las
plantas inoculadas con el virus vector PVX y con la construcción PVX-CPI
A los 5 y 15 d.p.i se analizaron en todas las plantas la presencia en Hl y HS de
las secuencias virales que codifican a las GP de los tobamovirus, así como la
acumulación de las correspondientes proteínas y la GP de PVX del virus vector. En
todas las plantas analizadas se detectó la GP de PaMMV y de las cepas 5 e 1 de
PMMoV en las Hl a los 5 d.p.i. así como la GP de PVX. Así mismo, a partir de los ARN
totales de estas hojas, se amplificaron las bandas correspondientes a las secuencias
de las GP de PaMMV y de PMMoV por RT-PGR. En las HS, a los 15 d.p.i., en ninguna
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de las plantas inoculadas se pudo detectar ni la GP de PaMMV ni de PMMoV ni su
secuencia <figuras 26, 27 y 28). Por el contrario se pudo detectar la GP de PVX en HS
de plantas inoculadas tanto con PVX como con PVX-GPI (figuras 26, 27, 28).
Tabla IV Inducción de síntomas en plantas de O. chacoense inoculadas con los virus quimeras
PVX-CPPa, PVX-CPS y PVX-CPI, y con el virus PVX.
Síntomas desarrollados en plantas de Gapsicum chacoense
Virus inductor H.l. (5d.p.i.) H.S. (5d.p.i.> H.S. (15 d.p.i.)
PVX Asintomático Asintomático Necrosis
PVX-CPII LLN Asintomático Asintomático
PVX-CPS LLN Asintomático Asintomático
PVX-GPI LLN Asintomático Necrosis
lll.1.5.1.lnducción de marcadores de resistencia por la prote¡na de cubierta de
PMMoV-S
Plantas de C. chacoense inoculadas con el virus quimera PVX-CPI, PVX y
PMMoV-l fueron analizadas a diferentes tiempos pos inoculación para determinar si la
inducción de la proteína PRI se encuentra relacionada con la inducción de la
resistencia mediada por la GP de PMMoV-l. En las plantas inoculadas con PMMoV-l
(10 ng/ml> y PVX-GPI se observó una clara inducción en la expresión de esta proteína
a partir del segundo d.p.i. En las HS de estas plantas se pudo detectar la presencia de
esta proteína a niveles basales sin que se observara un incremento en su acumulación
a lo largo del tiempo. Por otro lado en las plantas inoculadas con PVX se detectó la
presencia de esta proteína a tiempos largos post inoculación y a niveles inferiores a
los detectados en los casos anteriores.
Los resultados obtenidos permiten confirmar que la GP de PMMoV-l es el único
factor viral responsable de la inducción de la respuesta hipersensible en plantas de C.
chacoense. En estas plantas la GP de PMMoV-l es capaz de inducir los mecanismos
que llevan a la muerte celular y la acumulación de la PR1 de pimiento.
lll.1.5.2.Estudio de la inducción de la muerte celular y penes asociados a la
resistencia en plantas de C.chacoense
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Figura 26. Detección de la secuencia y la GP de PaMMV y PVX en plantas de O. chacoense
inoculadas con los virus PaMMV-S y PVX, y con el virus quimera PVX-CPPa.
(A) Detección por Western Blot de la GP de PaMMV (superior) y PVX (inferior) en plantas
inoculadas con los virus indicados en cada una de las figuras en Hl a los 5 d.p.i. y en HS no
inoculadas a los 15 dpi..
(B) Detección de la secuencia de la OP de PaMMV por Rl-POR en Hl a los 5 d.p.i. y en HS
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Figura 27. Detección de la secuencie y la GP de PMMoV-S y PVX en plantas de
O. chacoense inoculadas con los virus PMMoV-S y PVX, y con el virus quimera PVX-OPS.
(A) Detección por Western Blot de la OP de PMMoV-S (superior) y PVX (inferior) en
plantas inoculadas con los virus indicadas en cada una de las figuras en Hl a los 5 d.p.í. y
en HS no inoculadas alas 15 d.p.i..
(B) Detección de la secuencia de la OP de PMMoV-8 por RT-POR en Hl a los 5 d.p.i. yen











Figura 28. Detección de la secuencie y la GP de PMMoV-l y PVX en plantas de
O. chacoense inoculadas con los virus PMMoV-l y PVX, y con el virus quimera PVX-OPI.
(A) Detección por Western Blot de la OP de PMMoV-l (superior) y PVX (inferior) en
plantas inoculadas con los virus indicados en cada una de las figuras en Hl a los 5 d.p.i. y
en HS no inoculadas a los 15 d.p.i..(B) Detección de la secuencia de la OP de PMMoV-l por RT-POR en Hl a los 5 dpI. y en






























Figura 29. Detección de la proteína relacionada con la patogénesis PR’? en plantas de
O. checoense inoculadas con las cepa italiana de PMMoV y PVX, y con el virus quimera
PVX-CPPI, en hojas inoculadas (HI) y hojas superiores no inoculadas a los días post






Para establecer si la proteína de cubierta del virus es el inductor de la reacción
de defensa en C. chacoense (L4L4) fuera de otro contexto viral empleamos el mismo
sistema de expresión transitoria utilizado en el caso de plantas de C. frutescens var.
Tabasco y en O. ch¡nense. Para llevar a cabo estos experimentos se utilizó el plásmido
pMJD-CPI <figura 21> en el que la expresión de la proteína de cubierta de PMMoV-l se
encuentra controlada por el promotor 35s del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y
como gen marcador se utilizó la construcción pMJD-GUS (figura 13> en la que el gen
GUS está bajo el mismo promotor que ambas proteínas de cubierta viral. Como control
se utilizó el vector pMJD82 vacío.
Con estos dones se procedió a la transfección de plantas de O. chacoense por una
técnica biolística. Se dispararon sobre las hojas partículas de oro que se recubrieron con
el ADN de las diferentes construcciones que se quieren transfectar. Para estos
experimentos las partículas de orn fueron recubiertas con las siguientes combinaciones
de DNA:
pMJD82 (5 gg> + pMJD-GUS (2.6 ¡.ig)
pMJD-GPI <5 ~ig>+ pMJD-GUS (2.5 ¡.tg>
Una vez bombardeadas las hojas se conservaron en placas petri sobre papel
de filtro humedecido.
A 8, 16 y 24 h.p.b. se analizó la actividad GUS mediante un ensayo
histoquimico. A las 8 h.p.b. no se observó actividad enzimática con ninguna de las
combinaciones transfectadas, al igual que sucedía con las plantas de O. frutescens. A
las 16 y 24 h.p.b. se observó actividad en aquellas hojas transfectadas con
pMJDB2+pMJD-GUS, mientras que en las hojas transfectadas con pMJD-CPI+pMJD-
GUS sólo se observó una ligera actividad a las 16 h.p.b. que desapareció cuando se
analizaron las hojas 24 horas después de la transfección (figura 30). Estos resultados
demuestran que la proteína de cubierta de PMMoV-l es capaz por sí misma de inducir
la muerte celular asociada a la HR en plantas de O. chacoense.
Para determinar si la HR inducida por la GP de PMMoV-l se encuentra
asociada a la inducción de genes de defensa se llevó a cabo un experimento similar al




de la p-1-3-glucanasa de N.plumbag¡n¡folia (Castresana et al., 1990). Las
combinaciones de ADN transfectadas fueron las siguientes:
pMJD 82+gnlIGUS
pMJD-CPI+gnl/GUS
El análisis histoquimico de la actividad GUS reveló la presencia de manchas
azules a las ‘16 y 24 h.p.b. en hojas tranfectadas con pMJD-CPI+gnl/GUS, pero no
cuando eran transfectadas con pMJD82+gn1IGUS. A las 8 h.p.b. al igual que sucedió
cuando se transfectaron con las contrucciones anteriores no se pudo detectar
actividad GUS en ninguna de las hojas analizadas (figura 31). Estos resultados
demuestran que la expresión transitoria de la GP de PMMoV-l en hojas de C.
chacoense es capaz de activar la expresión de genes de defensa en la planta.
lll.2.Estudio de la resistencia frente a PMMoV en olantas de Caosicum chinense
111.2.1 .Esudio del ciclo de replicación viral de PMMoV
Como un paso inicial del estudio de la resistencia frente a tobamovirus en
plantas de Capsicum chinense (L3L3> estudiamos la evolución de la infección de
PMMoV-S <patotipo P
12) y PMMoV-l (patotipo P123). La inoculación de la cepa
española de PMMoV en plantas de C. chinense desencadena un fenómeno de HR
que lleva al confinamiento del virus en las hojas inoculadas (HI> dando lugar a la
aparición de lesiones locales necróticas (LLN) en las hojas inoculadas con el virus a
los 5 d.p.i.. En cambio, la cepa italiana del virus es capaz de sobrepasar la resistencia
conferida por el gen O e infectar sistémicamente las plantas.
En la figura 32 se observa la cinética de acumulación de las proteína de
cubierta de la cepa española e italiana de PMMoV en hojas inoculadas de C.
chinense. Cuando las plantas fueron inoculadas con PMMoV-l, la GP comienza a
acumularse a los 2 d.p.i. y continua haciéndolo de forma exponencial hasta los 11
d.p.i. Cuando las plantas fueron inoculadas con PMMoV-S la GP comienza a
detectarse al mismo tiempo pero a una concentración io~ veces menor y no sigue
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máximos a los 7 d.p.i. En las Hl con la cepa española de PMMoV aunque se comienza
a detectar el ARN al mismo tiempo a 2 d.p.i., a partir de 3 d.p.i. la cantidad de ARN
genómico permanece constante en el tiempo y el del subgenómico que corresponde a
la GP del virus desciende a niveles casi indetectables.
La acumulación de las cadenas negativas (figura 33B) de los ARN virales sigue
un patrón semejante al de las cadenas positivas. En las hojas inoculadas con la cepa
italiana, a partir de los 2 d.p.i., hay un incremento constante de la cantidad de los ARN
virales mientras que en las Hl con la cepa española aunque el inicio de la detección se
produce al mismo tiempo, la cantidad de ARN permanece en unos niveles
relativamente constantes, si bien la acumulación de cadenas negativas es mayor que
la de cadenas positivas.
Así pues,se puede decir que aunque existe una replicación basal de PMMoV-S
y una cierta acumulación de cadenas positivas y negativas y de ARN subgenómico de
la GP, la acumulación de ARN viral está afectada por la inducción de la resistencia. En
el caso de PMMoV-l la acumulación de ARN de ambas polaridades es creciente en el
tiempo en el que se han tomado las muestras y el ciclo de infección viral se desarrolla
sin que se vea afectada su replicación en plantas de C. chinense.
lll.2.2.Análisis de factores asociados a la respuesta de defensa
Como hemos señalado anteriormente, la HR es una de las respuestas de
defensa más importante en plantas. Esta respuesta va acompañada de una serie de
procesos tanto a nivel molecular como a nivel histológico. Entre los primeros está el
estallido oxidativo, la activación transcripcional de la batería de genes de defensa, y la
activación rápida de la muerte localizada de las células de la planta en los lugares de
infección primaria del patógeno. Entre los segundos está la deposición de callosa y la
formación de lesiones necróticas alrededor de las zonas infectadas. Para determinar
estos parámetros durante el ciclo de infección de las cepas española e italiana de
PMMoV en plantas de C. chinense, se analizaron la muerte celular y producción de
especies reactivas de oxigeno, y se realizó un estudio histológico de las zonas en las














Figure 33. A jis por Northem Blot de la acumulación de ARNs virales durante la infección de
PMMoV-S y PMMoV-l en plantas de O. chinense A negativas y B positivas. Para su detección se







111.2.2.1 .Producción de especies reactivas de oxígeno
lll.2.2.1.1.Producción de O
;
Para analizar la producción de aniones superóxido (01) se inocularon plantas de O.
chinense con las cepas italiana (40 ~xg/ml>y española (40 ¡.tg/ml) de PMMoV, y con
tampón. A partir de este momento se recogieron muestras a distintos tiempos
postinfección. Como se muestra en la figura 3 hay una inducción muy temprana en La
producción de Oj tanto en las plantas inoculadas con la cepa del virus inductor de la
resistencia como en las inoculadas con la cepa no inductora.
Figura 34. Análisis de la presencia de aniones superóxido medido por su capacidad
reductora del NBT en tejidos de plantas de O. chinense infectadas con PMMoV-8 y
PMMoV-l. La actividad de las muestms infectadas por los virus se refiere a la actividad de
las plantas inoculadas con tampón en cada tiempo analizado, considerando esta actividad
con un valor absoluto de 1.
u
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A partir de las 4-5 h.p.i. es cuando se observa una inducción diferencial de 01
en ambos tipos de interacciones. En las plantas inoculadas con PMMoV-S se llega a
un máximo de producción de Of a las 9 h.p.i. que llega a ser 2.6 veces superior a la
observada en plantas control y 1.0 vez superior a la inducida en plantas inoculadas
con el virus no inductor. A partir de este tiempo se produjo un descenso hasta que a
las 24 h.p.i. no se detecta incremento de aniones superóxido con respecto al control.
Posteriormente hay un nuevo repunte y se puede detectar anión superóxido en plantas
inoculadas con ambos virus entre las 36 y las 72 horas posteriores a la inoculación.
lll.2.2.2.Producción de 1-hO
,
La producción de altas concentraciones de H202 se encuentra asociada a la
infección de plantas por patógenos incompatibles y se considera que es una molécula
que actúa como mensajero entre las células que han sido infectadas por el virus y las
células próximas a éstas. Para determinar si existía producción de agua oxigenada en
interacciones compatibles e incompatibles en plantas de O. chinense y si esta
producción se encontraba asociada con alguna de ellas, se analizó la producción de
H202 en plantas inoculadas con la cepa española (40 pg/ml> o la cepa italiana (40
pg/ml> de PMMoV. Como control negativo y para determinar que no se trataba de un
fenómeno inespecifico se analizaron también plantas inoculadas con tampón.
Como se oberva en la figura 35 en las 6 primeras h.p.i. hay una inducción de la
producción de H20, que se detecta también en la interacción con la cepa no inductora
de la resistencia. A partir de este tiempo existe una inducción diferencial entre los dos
tipos de interacciones. En las hojas inoculadas con la cepa española de PMMoV se
produce un incremento en la producción de H202 que llega a su máximo a las 10 h.p.i.
y se mantiene hasta las 36-72 h.p.i. En estos tiempos los valores llegan a ser tres
veces superiores a los observados en las plantas inoculadas con la cepa italiana del
virus. Sin embargo, a tiempos más largos, a partir de las 36 h.p.i. la inducción en
ambos casos es similar. .
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En las muestras de plantas inoculadas con PMMoV-l, PMMoV-S y tampón no
se observaron depósitos de callosa en tiempos anteriores a las 24 h.p.i.. A este tiempo
se observó que en las plantas inoculadas con PMMoV-S había zonas discretas en las
que se detectaban depósitos de callosa. Estas zonas se iban incrementando en
número y tamaño a las 48 y 72 h.p.i.. En estos tiempos tardíos se observan depósitos
de callosa no sólo en las células sino también en las paredes de los vasos. En el caso
de las muestras de plantas inoculadas tanto con tampón como con la cepa no
inductora de la resistencia no se observó la existencia de depósitos de callosa en las
muestras analizadas (figura 36>.
Asociada a la aparición de la necrosis en las células vegetales se produce la
acumulación de compuestos derivados de la ruta del fenilpropanoico que es altamente
estimulada durante la HR. Coma en el caso de los depósitos de callosa no se detectó
autofluorescencia en las muestras analizadas bajo luz UV antes de las 24 h.p.i.. A
partir de este tiempo se observó una aparición gradual de las zonas fluorescentes en
las plantas inoculadas con la cepa inductora de la resistencia. A las 48 y 72 h.p.i. estas
zonas eran más numerosas y de mayor tamaño (figura 6).
Cuando se analizaron las muestras inoculadas con PMMoV-l y con tampón no
se observó la fluorescencia debida a los compuestos fenólicos en ninguna de las
muestras analizadas (figura 37).
lll.2.2.3.Estudio de la inducción de la muerte celular
Para este estudio utilizamos el método de Baker y Mock (1994). La base de
este sistema está en que las células muertas acumulan una mayor cantidad del
colorante Evans Blue, por lo cual una vez que efectuamos las medidas
espectrofotométricas aquellos tejidos en los que se produce muerte celular mostraran
incrementos de absorbancia mayores que en los que no se produce.
En las gráficas representadas en la figura 38 se muestran los resultados
obtenidos al analizar las hojas inoculadas con los dos virus. Como se puede observar,
se produjo un incremento de muerte celular constante en las plantas que fueron
inoculadas con la cepa española de PMMoV a partir de las 8 h.p.i.. El incremento de





lll.2.2.4.Análisis de los cambios en los ARNs mensaieros inducidos en olantas de C
.
chinense en respuesta a la infección por las cepas esoañola e italiana de PMMoV
Para realizar una caracterización parcial de la respuesta del huésped durante la
activación de los mecanismos de defensa de la planta se analizaron las alteraciones que
sufre el patrón de expresión de los ARNs mensajeros del huésped en plantas de C.
chinense durante interacciones compatibles e incompatibles, con objeto de identificar
factores de resistencia del huésped inducidos en las primeras etapas de la respuesta
vegetal. Para llevar a cabo estos análisis se utilizó la técnica de “differential displar (Liang
y Pardee, 1992).
El estudio se realizó utilizando muestras de ARN total de hojas inoculadas de plantas
de C. chinense con la cepa española de PMMoV inductora de la resistencia y con la cepa
italiana que sobrepasa dicha resistencia. Para los ensayos se inocularon diez plantas con
cada virus y para minimizar la respuesta de defensa de cada planta, se extrajo el ARN de
una mezcla de 1-iI procedentes de 5 plantas. Así mismo, se extrajeron dos muestras de
ARN independientes en cada caso para realizar el experimento por duplicado y
seleccionar aquellos ARN que se indujeran en las dos muestras tratadas de la misma
forma.
Los resultados obtenidos mostraron que existían ARNs que se inducían de forma
diferencial en las muestras tratadas con ambas cepas de PMMoV (figuras 39 y 40).
Se han aislado 21 bandas diferenciales, 17 bandas aparecían en las muestras en
las que existía inducción de la HR y 4 bandas estaban asociadas con la no inducción
de la resistencia.
En la figura 41 aparecen las secuencias de los fragmentos correspondientes a los
mARN asociados a la reacción incompatible <virus PMMoV-S) (SP y SGP) y a la reacción
compatible (virus PMMoV-l) (IP). Como se puede observar los fragmentos obtenidos
tienen un tamaño entre las 100 bp y las 415 bp.
Todas las secuencias fueron analizadas en la base de datos BLAST. Tomando el valor
de e« como un indice de a similitud con las secuencias de las bases de datos observamos
que algunas de las secuencias presentan una homología muy baja con algunas

























FIgura 39. “Differential display’ de muestras de ARN procedentes de hojas de C. chinease
inoculadas con PMMoV-S <S) y PMMoV-l (1). En la parte inferior de la figura aparecen las
bandas que fueron aisladas del gel y que aparecían de forma diferencial en las muestras
tratadas con los dos virus. En la parte superior de la figura aparecen los cebadores con los









Figura 40. “Differential display’ de muestras de ARN procedentes de hojas de O. Chinense
inoculadas con PMMoV-S (5) y PMMOV-l <1). En la parte inferior de la figura aparecen las
bandas que fueron aisladas del gel y que aparecían de forma diferencial en las muestras
tratadas con los dos virus. En la parte superior de la figura aparecen los cebadores con los













e-2 (Nelson et aL, 1997>. Por último existe un conjunto de scuencias que no muestran
homología con ninguna de las que se encuentran en las bases de datos.
De todos los fragmentos amplificados los que muestran homología con
secuencias de moléculas que intervienen en procesos de resistencia: SP1 1 con la co-3
desaturasa de ácidos grasos, SP23 1-aminociclopropano carboxilato oxidasa, SP24
citocromo oxidasa mitocondrial, y las SGP9,1O y 11 con la 5-adenosilmetionina
descarboxilasa.
111.2.3. Inducción de resistencia adquirida en C- chinense
Asociada a la respuesta hipersensible en ciertos huéspedes se desarrolla el
fenómeno que se conoce como resistencia localizada y sistémica adquirida. Debido a
esta resistencia el tejido que circunda a las lesiones locales necróticas desarrolla
resistencia a la subsiguiente infección por el mismo virus o por otro virus no
relacionado. Para el estudio de este fenómeno de resistencia adquirida en plantas de
C. chinense se utilizó como virus inductor la cepa $ de PMMoV y como virus
desafiante un virus no relacionado con el mismo perteneciente a otro grupo, el
potexvirus PVX.
Para estudiarsi existía resistencia local inducida en plantas de O. chinense, las
plantas se inocularon con PMMoV-S como virus inductor y a distintos tiempos post
inoculación (Oh, 24h y 48 h) se inoculó el virus desafiante (PVX). Las plantas se
mantuvieron durante 15 d.p.i. y se analizaron por “Western Blot” y ELISA las Hl y las
HS tanto a los7 d.p.i. como a los 15 d.p.i para detectar ambos virus en las muestras.
Como se observa en la tabla VI cuando los dos virus se inocularon al mismo
tiempo todas las plantas analizadas fueron infectadas por PVX. También se analizó la
presencia de PMMoV-S en Hl y en HS y en estas últimas nunca se detectó la
presencia de este virus. Los síntomas desarrollados en estas plantas fueron los
siguientes: desarrollo de LLN a los 4-5 d.p.i. y posteriormente una necrosis
generalizada tanto en las Hl como en las HS. Los síntomas de LLN fueron similares a
los desarrollados en las plantas inoculadas sólo con PMMoV-S y los síntomas de



































































































Figura 41. Secuencias de los cADN o su complementaria correspondientes a los mARN
inducidos de forma diferencial en plantas de O. ahinense inoculadas con PMMoV-S (los
denominados SP y SOP) o con PMMoV-l (los denominados IP).
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Tabla V. Caracterización de las secuencias de los clones de cADN obtenidos a partir de los
mARN inducidos de forma diferencial en plantas de O. chinense inoculadas con la cepa
española (clones deniominados SP y SOP) o con la cepa italiana (clones denominados IP).
Nombre Longitud Secuencla Origen de la secuencla % homología % homología
DNA ¡valor e proteinas/valor e
5P11 271 m-3desaturasadeácldos Nicotianatabaoum 75 /1 .9e 98/le”’
grasos
5P21 415 Glutarrecloxína Arabídopeis thallana 67/Se’40
5P22 194
5P23 176 1-amínoclclopropano 1- Guisante 63 ¡0.12
carboxilato oxides
8PM 176 cltocromo oxIdasa 5010.96
mitocondrlal
5P41 176 Dlhídropícolínatosíntasa 6710.048
scpi 338 cltídína deaminasa Arabídopals thallana 2914.1
5CP2 331 Políproteína
50P3 NADM plastoqulnona
oxidorreductasa de Nícotiana tabacum 76/eJ
cloroplasto
5CP4 295 Proteína 4 dc transposon Somanum tuberosum 38/1.1
Tstl
sc~~ sin homología
5~P6 292 SIn homología
sc~~ 295 SIn homología
sc~s 107 SIn homología
scpg 130 5-adenoellmetlonína Solanumtuberosum
descarboxllasa
sc~ío 196 5-adenoslímetlonlna Solanumtuberosum 87/2C
descarboxllasa
scpi 1 5-adenoslímetlonína Solanum tuberosum 87/3C
descarboxí lasa
IPIl 227 Rbc53 ríbulosa 1,5 blfosfato Solanum tuberosum 87 /4e
carboxílato oxIdasa
1P22 213 Subunidad F NADM Paeonlaanomala 35/1.0 35/1.4
deshídrogenasa
1P23 121 Antoclanídínaslntasa 64/0.35
1P41 140 Prepenato deshidrogenasa Levadura 34/9.3
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La aparición temporal de síntomas inducidos cuando se inoculaba PVX
inmediatemante después de la inoculación desafiante y cuando PVX se inoculaba
después de la inoculación con tampón, fue similar, a los 7 d.p.i. existía una necrosis
generalizada en las HI, a los 10 d.p.i. existía una clorosis en las HS que se tornaba en
necrosis a los 15 d.p.
Se analizaron las Hl a los 7 d.p.i.
desarrollo de la infección de PVX en las
de cubierta de PVX se detectó en todos
PVX en HS de las plantas inoculadas
ambos virus eran similares (tabla VI).
y las HS a los 15 d.p.i. para determinar el
plantas y detectar la GP del virus. La proteína
los casos. Así mismo, las concentraciones de
sólo con PVX y en aquellas inoculadas con
Tabla 1. Número de plantas infectadas y acumulación viral de PVX en plantas de O.
chinense previamente inoculadas con tampón o con PMMoV-S 0 horas antes de la









Tampón PVXO.1 pig/ml 5/5 91.86 ±21.87
Tampón PVX 2 pg/ml 515 83.07±21.91
PMMoV-S 20 ¡iglmí PVX 0.1 ¡ig/ml 5/5 69.09±3.41
PMMoV-S 40 pg/ml PVX 2 gg/ml 5/5 73.38±18.7
Cuando entre las inoculaciones inductora y desafiante transcurre un periodo de
tiempo de 24 horas, observamos que se inducen en Hl las LLN debidas a PMMOV-S
a los 4-5 d.p.i.. Posteriormente se desarrolló necrosis sistémica en la mayoría de las
plantas inoculadas con PVX. En las plantas inoculadas previamente con tampón o con
PVX sólo, se produce la necrosis sistémica en todas las plantas inoculadas (tabla VII>.
Cuando se analizaron las concentraciones de PVX por ELISA-DAS se observó
que la concentración de este virus en Hl de las plantas inoculadas 24 horas antes con
PMMoV-S era similar a la observada en las plantas inoculadas con tampón. En HS la
concentración de PVX era sensiblemente inferior en las plantas inoculadas 24 horas
antes con PMMoV-S, entre un 30 y un 50% menos que las plantas inoculadas
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previamente con tampón. Así mismo, no existía diferencia en la acumulación de PVX
en HS en las plantas inoculadas con diferentes concentraciones del mismo virus.
Cuando el intervalo entre la inoculación con el virus inductor, PMMoV-S, y el virus
desafiante, PVX, fue de 48 horas, ninguna de las plantas inoculadas previamente con
el virus inductor, mostraron infección sistémica por PVX, mientras que todas las
plantas inoculadas con tampón y posteriormente con PVX fueron infectadas
sistémicamente <tabla VIII y figuras 42 y 43).
Tabla VII. Número de plantas infectadas y acumulación de PVX en plantas de O. ch¡nense
inoculadas con tampón o con PMMoV-S 24 horas antes de la inoculación del virus
desafiante.










Tampón PVX 0.5 pg/ml 5/5 67.79 ±24
Tampón PVX 1 ~tg/ml 5/5 9507±15.4
PMMoV-S40~ig/ml PVXO.Sxg/ml 5/5 49.025±11.4
PMMoV-S 40 ¡4m1 PVX 1 ~¡gIml 415 47.53±2.7
Cuando se analizaron las Hl y las HS de dichas plantas la proteína de cubierta
de PVX de detectó únicamente en las Hl (figura>, en ningún caso de las membranas
se observó la presencia de la CP de PVX en HS.
Tabla VIII. Número de plantas infectadas y acumulación viral de PVX en plantas de O.










Tampón PVX 0.5 ng/ml 5/5
Tampón PVX 1 ng/ml 5/5
Tampón PVX 2 ~xg/ml 5/5
PMMoV-S 40 /ml PVX 0.5 ng/ml 0/5
PMMoV-S 40 jp/ml PVX 1 uglml 0/5





















Figura 42. Detección de la
OP de PVX en plantas de O.
chínense inoculadas con
PMMoV-S y tampón 48
horas antes de la
inoculación con 0.5 pg/ml
(figura A), 1 gglml (figura B)












y se procesaron para analizarías por Western Blot. Como se observa en la figura 44
todas las plantas analizadas mostraron infección en las hojas superiores. El nivel de
acumulación de la GP de PVX es independiente del intervalo de tiempo transcurrido
entre la inoculación inductora y la inoculación desafiante.
MS. <dp,L)
2 34 5 7
— —
cp pvx —
Figura 44. Detección de la proteína de cubierta de PVX en Hl con
este virus en plantas que hablan sido previamente inoculadas con
























Se conoce desde hace más de 50 años que los genes de resistencia en
plantas tienen un gen complementario en el patógeno denominado gen de avirulencia
(Flor, 1942>. En 1942, Flor, estableció que a cada gen de resistencia en el huésped le
corresponde un gen de avirulencia en el microorganismo patógeno. Esto llevó a
proponer un modelo de complementariedad gen a gen (Flor, 1956; Gabriel y Rolf,
1990; Keen, 1990) para explicar las interacciones incompatibles planta-patógeno
(Keen, 1992). El clonaje de estos genes de avirulencia y de los correspondientes
genes de resistencia es lo que ha proporcionado la prueba genética definitiva de su
función en el reconocimiento del patógeno por el correspondiente gen de resistencia
de la planta (Scofleld eta!., 1996>.
En trabajos anteriores, Berzal-Herranz et aL (1995) y De la Cruz et aL (1997),
deteminaron que las proteínas de cubierta de PMMoV-S y PaMMV eran requeridas
para la indución de la HR mediada por los genes L3 y LY respectivamente, pero
quedaba por determinar si en la inducción de la HR por tobamovirus, en plantas del
género Gapsicum, participaban otras regiones del genoma viral u otros procesos
asociados al ciclo de replicación del virus. Así pues nos propusimos determinar si las
GPs de PaMMV y PMMoV eran capaces por sí mismas de inducir la resistencia en
plantas de pimiento portadoras de los genes de resistencia de la serie alélica L (L2, L3
yL4>.
Se han donado las proteinas de cubierta de tres tobamovirus pertenecientes a
los patotipos P
1 <PaMMV), P12 (PMMoV-S) y P12,3 (PMMoV-l> en dos vectores de
expresión transitoria en plantas pPG2S (Chapman et al., 1992) y pMJD82 (Dowson
Day, 1994>. Uno de ellos es el vector pPC2S, derivado del virus PVX. La expresión de
las GP de los tobamovirus en este vector está dirigida por el promotor de la GP de
pvx.
En 1992 Chapman et aL desarrollaron un vector de expresión transitoria en
plantas, como una alternativa a la transformación. Este vector permite una rápida y
fácil expresión de secuencias proteicas. La base del vector viral pPC2S es el
potexvirus PVX, miembro tipo de la familia (Koenig y Laseman, 1989>. Este vector ya
se ha utilizado anteriormente para expresar posibles moléculas inductoras de la
resistencia en diferentes huéspedes (Tobias et al., 1999; Joosten et al., 1997; Culver,
1996; Scholothof et al., 1995; Hammond-Kosack et al., 1995; Rommens et al., 1995>.
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Las OPs de PaMMV y PMMoV-S fueron donadas mediante técnicas de POR a
partir de dones preexistentes (Berzal-Herranz et aL, 1995; De la Cruz et al., 1997) de
forma que no existiera ningún nudeátido adicional en el extremo 5’ por delante del
ATG inicual de la secuencia codificadora de cada GP y que en el extremo 3tde la
secuencia existiera parte de la región 3’ no codificadora (UTR) del respectivo virus de
forma que favoreciera la eficiencia en la traducción y la estabilidad de los transcritos
en la planta (Gallie, 1996; Gallie et aL, 1991). La OP denominada OPI fue donada
como una proteína híbrida entre las GPs de las cepas española e italiana de PMMoV.
Esta construcción contenía 385 nudeótidos correspondientes al extremo N terminal de
la secuenda de la GP de PMMoV-S y 212 nudeátidos de la secuenda
correspondiente al extremo C-terminal de la GP de PMMoV-l y al extremo 3’ no
codificador. La donación fue realizada al igual que en los otros dos casos de forma
que no hubiese ningún nucleótido delante del ATG inicial y con una secuencia no
codificadora en el extremo 3’. Esta proteína se donó de esta forma para expresar en
plantas una proteína con mínimas diferencias con la OP de PMMoV-S, virus inductor
de la resistencia en O. chinense <L3L3) y que contenia la metionina en la posición 138
que hace que la cepa 1 pueda sobrepasar la resistencia conferida por el gen
(Berzal-Herranzst al., 1995).
Los transcritos sintetizados in vitro a partir de los dones híbridos pPVX-CP de
los tres tobamovirus fueron infectivos en plantas de N. Bentham¡ana y en todos los
casos se obtuvieron elevados niveles de acumulación de las GPs de PaMMV y de las
cepas 5 e 1 de PMMoV. La relación existente entre las CPs de los tobamovirus y la CP
de PVX determinada por ELISA-DAS comenzaba a descender a partir de los 5 d.p.i.
considerando este dato como la pérdida de los insertos de las GPs de los tobamovirus
en los sucesivos cidos de replicación de los virus quimeras. Esto es debido a que
para generar en este vector y obtener un sitio de donaje duplicaron el promotor
de la proteína de cubierta del virus e insertaron dianas de restricción entre las
secuencias duplicadas, esto genera una cierta inestabilidad de los virus quimera
porque puede existir una recombinación homóloga entre las secuencias duplicadas
con la consiguiente pérdida de la secuenda insertada (Ohapman st al., 1992). Hay
que señalar también que en este trabajo fue necesario utilizar savia de hojas de N.
benthamiana infectadas como inóculo para las plantas del género Capsicum, puesto
que los transcritos de ARN de los virus quimeras no fueron infectivos en las plantas de
pimiento. Además, el tampón utilizado para inocular los transcritos genera lesiones en
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las hojas de plantas de pimiento de tal forma que podría interferir en la apreciación de
la inducción de lesiones necróticas por los virus quimera en estas plantas.
La funcionalidad como inductores de la HR de las GPs de los tre stobamovirus
presentes en los virus quimera fue ensayada en plantas de N. sylvestñs. En este
huésped la resistencia a tobamovirus está conferida por el gen 1V y se ha demostrado
que su inductor es la OP de estos virus (Knorr y Dawson, 1988; Culver y Dawson,
1989). PVX-OPPa, PVX-OPS y PVX-CPI indujeron LLN que fueron semejantes en
tiempo de inducción y morfología a la de los virus PaMMV, PMMoV-S y PMMoV-l.
En todas las plantas de pimiento (C.frutescens, C.chinense y C.chacoense)
todos los virus quimeras fueron también infectivos y la OP de los respectivos
tobamovirus fue detectada en las Hl de todas las plantas. Así mismo los virus
quimeras fueron estables en estos huéspedes no sólo en hojas inoculadas sino
también en hojas superiores no inoculadas, ya que las GPs de PMMoV-S y de
PMMoV-l fueron detectadas en HS de plantas de C. frutescens y C. chinense
respectivamente. La aparición de LLN se produce a los 4-5 d.p.i. en plantas de C.
fnitescens <L2L2> inoculadas con PVX-GPPa, de C. chinense <L3L3) inoculadas con
PVX-OPPa y PVX-OPS, y en plantas de C. chacoense <L4L’) inoculadas con los tres
virus quimera.
La inducción de la HR, en una interacción huésped-patógeno incompatible, va
acompañada de la localización del patógeno en los sitios de infección. En el caso de
los patotipos P
1, P12 y P123 de los tobamovirus y plantas del género Capsicum con los
correspondientes genes de resistencia de la serie alélica L, los virus quedan
localizados en las hojas inoculadas y no se produce la infección sistémica. Igualmente
los virus quimera PVX-OPPa, PVX-CPS y PVX-OPI quedaron restringidos a las hojas
inoculadas de aquellos genotipos de resistencia en los que inducían la HR. Asi se ha
determinado que la OP de PaMMV se detecta únicamente en las Hl de los tres
genotipos (L2L2, L3L3 y L4L4) y en ningún caso se detectó la GP en HS de dichoshuéspedes. Por el contrario, la OP de PMMoV-S, virus capaz de sobrepasar la
resistencia conferida por el gen L2, puede ser detectada también en HS de C.
frutescens y la GP de PMMoV-l, virus que sobrepasa la resistencia conferida por los
genes L2 y L3, se detectó en HS de C. hutescens (L2L2) y de C. chinense (L3L3).
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Existe sin embargo una pequeña diferencia en cuanto a morfología y tamaño
de las lesiones. Las lesiones inducidas por los virus quimera en las plantas de
C.frutescens y C.chinense son algo más irregulares y mayores que las inducidas por
los virus salvajes. Esto puede deberse bien a que los niveles de replicación de ambos
tipos de virus (salvajes y quimeras) sean diferentes o a que la expresión de las
proteínas difiera en el tiempo de síntesis y los niveles de acumulación, o bien que
existan otros componentes virales que refuercen la rápida restricción del virus en los
lugares primarios de infección. En las plantas de C.chacoense los síntomas
desarrollados por los virus quimeras fueron de LLN, mientras que los inducidos por los
virus salvajes fueron de necrosis localizada en las hojas inoculadas pero no en forma
de lesiones bien definidas. En este huésped los niveles de expresión de la proteína
inductora son mayores en el virus quimera y esto podría determinar que la restricción
del patógeno fuera más efectiva.
Diferencias en la morfología de las LLN inducidas por la expresión de genes de
avirulencia en el vector pPC2S han sido también descritos para la GP de TMV
(Dardick y Culver, 1997) y para el gen de avirulencia Avr9 de Cladospoñum fulvum
<Hammond-Kosack et aL,1 995). En 1997 Dardick y Culver demostraron que la OP de
TMV era el inductor de la HR en plantas de Solanum melongene expresando esta OP
mediante PVX. En este huésped caso las LLN aparecieron de forma más lenta y eran
menos definidas que las inducidas por el virus TMV completo, y lo atribuyeron al
resultado de diferencias en los niveles y tiempo de expresión de las OP.
En otros casos en los que se ha utilizado PVX para expresar genes de
avirulencia de patógenos también los síntomas inducidos por el gen de avirulencia son
diferentes. En plantas de tomate con el gen 0W los síntomas desarrollados con la
quimera que contiene el gen de avirulencia Avr9 de C. fulvum son mucho más
severos que cuando dicho gen se expresa en su organismo original <Hammond-
Kosack et aL, 1995>, ya que asociada a la respuesta local, las plantas infectadas
tienen un fenotipo de HR sistémica, lo que implicaría que la activación de la resistencia
se produciría de una forma más tardía al expresarse el inductor en el vector viral.
Las interacciones huésped-parásito incompatibles mediadas por genes R de
resistencia presentan una gran especificidad y se ha propuesto que interacción entre
los productos de los genes de avirulencia del patógeno y los genes de resistencia de
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la planta es la que determina la especificidad en ella interacción huésped-patógeno
(Keen, 1992). En el caso de las interacciones entre las CPs de los patotipos de
pimiento de los tobamovirus y los genes de resistencia de la serte alélica L del género
Capsicum existe una interacción específica de cada gen de avirulenda con sus
correspondientes genes de resistencia de la serie alélica L. Es decir la OP de PaMMV
(patotipo P1) es capaz de inducir la resistencia en forma de HR en plantas de pimiento
con estos genes L
2, i? y ti. La GP de PMMoV-S (patotipo P
12) es capaz de inducir la
resistencia en plantas con los genes ¡2 y L4, pero no genera ningún tipo de respuesta
cuando se expresa en plantas con el gen ¡3, y la GP de PMMoV-l (patotipo Piza) es
capaz de inducir la formación de LLN sólo en plantas con el gen L4. siendo capaz de
sobrepasar la resistencia conferida por los genes y L3.
Cuando se utilizaron elevadas dosis de ináculo de los virus quimeras PVX-
OPPa, PVX-GPS y PVX-OPI, parte de la splantas del género Capsicum inoculadas
mostraron síntomas de mosaico o necrosis sistémica.
La necrosis que aparecía en las plantas era la misma y se producía
paralelamente en el tiempo a la que se desarrollaba en plantas que sólo eran
inoculadas con el virus PVX. En las HS de las plantas que mostraron un fenotipo de
resistencia, sólo se detectó la proteína de cubierta de PVX. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Chapman et aL (1992> y Hammond-Kosack et aL
(1995). Esto es debido a que en los ciclos de replicación de los virus quimeras pueden
existir eventos de recombinación que generarían la pérdida del inserto. Así pues en la
savia procedente de plantas de N.benthamiana y que sirve como inóculo a las plantas
de pimiento existiría una mezcla de vectores con inserto y vectores sin ellos. Estos
últimos escaparían a la resistencia que confieren los genes de la serie alélica L y
serían capaces de replicarse e infectar las Hl y las HS de las plantas infectadas.
Estos resultados demuestran que la presencia de la OP del virus inductor de la
HR es suficiente para localizar a los virus quimera PVX-GPPa, PVX-CPS y PVX-CPI
en las hojas inoculadas de las plantas portadoras de los correspondientes genes de
resistencia L2. L3 o ti, tal y como sucede con los virus PaMMV y las cepas 5 e 1 de
PMMoV.
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Además indican la especificidad de la respuesta de defensa del huésped ya
que los virus quimera sin las secuencias del correspondiente gen Avr de los
tobamovirus escapan a la resistencia conferida por los genes L2, L3 y L’.
En O. chinense (L3L3) y C. chacoense (L4L4) la resistencia se activa tanto por la
proteína de cubierta de PaMMV, como por la de PMMoV-S. Estas proteínas tienen
una homologia del 69,2%. En este sentido Dardick et al (1999> han mostrado que
proteínas de cubierta de los tobamovirus con homologías de secuencia del 71, 73 y
37% inducen el mismo fenotipo de HR en plantas de C. anuum (L1C). Estas proteínas
a pesar de su divergencia en la secuencia, tienen una estructura tridimensional casi
idéntica <Namba et al., 1989; Wang y Stubbs, 1994).
Dardick et al. (1999) proponen que el reconocimiento del inductor viral por el
producto del gen de resistencia depende de características estructurales de la OP y
que el reconocimiento por el gen L1 de pimiento es más tolerante con variaciones en la
estructura de las CPs de los tobamovirus que el reconocimiento mediado por el gen 1V
de N. sylvestfls. Es por tanto posible que la OP de PaMMV y la OP de PMMoV
compartan características estructurales comunes que puedan ser reconocidas por un
mismo gen de resistencia.
Para determinar si la expresión de la resistencia inducida por las OP de los
tobamovirus en plantas de pimiento era capaz de localizar la infección de estas
moléculas de PVX inoculadas junto con los virus quimera, realizamos una serte de
experimentos en los que se inocularon diluciones seriadas de los inóculos de N.
benthamiana en plantas de Capsicum. Determinamos que para el caso de PVX-CPa y
PVX-CPS la utilización de una determinada dosis de inóculo en la que la relación de la
cantidad de GP inductora, 30-60 ng de proteína de cubierta de PMMoV-S/¡ig de
proteína de cubierta de PVX y 20-40 ng de proteína de cubierta de PaMMV4¡g de
proteína de cubierta de PVX, era suficiente para inducir la resistencia conferida por los
genes L2, L3 y L4, y contener la infección del virus PVX residual de los inóculos. Estos
resultados podrían ser atribuidos al bajo número de copias del virus vector vacío
existentes en el inóculo y que limitaría el establecimiento de una infección sistémica de
Pvx.
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Este fenómeno podría también ser debido a la inducción, por el gen de
avirulencia de los tobamovirus, de una resistencia localizada adquirida que
determinaría la localización del virus vector en las hojas inoculadas. Como veremos
más adelante el virus PMMoV-S induce LAR en O. chinense (L3L3) que es efectiva
frente al virus PVX.
El desarrollo de los procesos de resistencia se encuentra asociado con la
inducción de marcadores de defensa. La inducción de proteínas PRs se ha
considerado como un marcador asociado tanto a la HR como a la expresión de
resistencia local y sistémica (Van Loon, 1985; Stintzi et aL, 1993; Ward et aL, 1991).
En 1995 Totado observó que la HR inducida por TMV en Hl de plantas de C.annuum
con el genotipo L1L1 está acompañada de la inducción y acumulación de PRs ácidas y
básicas de los diferentes grupos. La proteína denominada p16 (16 kDa, pl 8.6> se
identificó como una PRí y es una de las PRs mayoritaria en plantas de pimiento. Para
determinar si la expresión de los inductores de la resistencia en plantas de Capsicum
era suficiente para inducir la expresión de PRs se estudió la inducción de la proteína
PRí básica utilizando un inmunosuero especifico de la PRibI de tomate, proteína
que se induce durante la HR producida porTMV en tabaco (Tornero et al., 1997). Esta
proteína tiene un elevado grado de identidad con otras proteínas PR-1 tanto de tomate
como de otros huéspedes, por lo que su inmunosuero podría reconocer diferentes
miembros del grupo, tanto PR-1 ácidas como básica. Tanto en Hl como en HS no
inoculadas, se ha determinado que la expresión de esta proteína ha variado según la
interacción Capsícum-proteína de cubierta de tobamovirus que se estuviese
estudiando.
En plantas de C.frutescens inoculadas con PaMMV y PVX-GPPa la inducción
de la PR-1 es similar tanto en Hl como en HS no inoculadas. En Hl se produce desde
los primeros días después de la inoculación y se mantiene a unos niveles constantes,
mientras que en HS se produce a tiempos más tardíos y la acumulación de esta
proteína es mayor en plantas inoculadas con el virus que con el virus quimera. Hay
que señalar que en Hl con el vector vacío también se induce la expresión de esta
proteína, aunque está desplazada en el tiempo con respecto a aquellas plantas en las
que se está induciendo la HR.
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En plantas de C.chinense inoculadas con PVX-GPS la inducción de la PRí en
hojas inoculadas se encuentra retrasada en dos días con respecto a las plantas
inoculadas con PMMoV-S. En las Hl la p14 comienza a producirse en las plantas de
C.ch¡nense inoculadas con PMMoV-S en las que se induce resistencia a los 2-3 d.p.i.
Se observa una fuerte acumulación de la misma hasta los 7 d.p.i. Cuando se analizan
los tiempos en los que se induce esta proteína observamos que son similares a los
descritos para la inducción de PRI básicas por TMV frente al gen N en Nicotiana
glutinosa (Brederode et aL, 1991>, puesto que hay inducción de la proteína a los 2
d.p.i. y aumenta su concentración hasta los 7 d.p.i. que es el último tiempo en el que
se recogió muestra. En el caso de las plantas de tabaco la detección es desde el día 1
pos inoculación, sin embargo hay que destacar que la curva de inducción en este
caso es de ARN y la detección de la proteína podría estar un poco desplazada en el
tiempo. En hojas no inoculadas no se pudo detectar la presencia de esta PR. El vector
vacío sólo es capaz de inducir la expresión de esta PR en HI, a tiempos tardíos y en
unos niveles muy inferiores a los encontrados en los otros casos. Un resultado muy
similar se obtuvo en plantas inoculadas con la cepa italiana de PMMoV que sobrepasa
la resistencia del gen L3 en donde la acumulación de esta proteína no se aprecia hasta
los 7 d.p.i.. El que se detecte una apreciable presencia de esta PR a estos tiempos
significa que existe una inducción de su expresión asociada con fenómenos de
infección y acumulación del patógeno a tiempos tardíos.
En algunas dicotiledóneas la inducción de PRs está estrechamente relacionada
con la inducción de lesiones necróticas, tanto si se producen por la HR como si son
síntomas de la enfermedad en interacciones compatibles (Ward et aL, 1991; Ukness
et aL, 1992; Ryals et aL, 1996>. En nuestro caso PVX es un virus que a lo largo de la
infección en plantas del género Capsicum puede desarrollar síntomas de necrosis y se
multiplica hasta alcanzar altas concentraciones. Ambas cosas pueden incidir en la
expresión de la proteína PR-1 en las plantas inoculadas con este virus. La
acumulación de PRs se puede dar después del ataque de patógenos tanto en
reacciones incompatibles como en compatibles (Kombrik y Somssich, 1997;
Hammond-Kosack y Jones, 1996).
En plantas de O.chacoense inoculadas con PMMoV-l y PVX-GPI la respuesta
de inducción de la PRí por los dos virus ha sido ligeramente diferente. Cuando se
inocularon con PMMoV-l se pudo detectar esta proteína desde el día 1 post
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inoculación observándose una acumulación creciente hasta el último día en que se
recogieron muestras. En estas plantas también se indujo en MS no inoculadas a
niveles muy inferiores y sin que exista incremento en la acumulación. Cuando las
plantas eran inoculadas con el vector quimera PVX-CPI la PRí se pudo detectar
desde los primeros días y aunque su acumulación crece con el tiempo no llega nunca
a los niveles alcanzados con el virus PMMoV-l y además no hay inducción en MS.
Cuando se analizaron las hojas inoculadas con el vector la PRí se induce a tiempos
tardíos en Hl pero no en hojas superiores no inoculadas.
En otros sistemas de expresión transitoria en plantas también se ha estudiado
la inducción de proteínas PRs. Así en plantas de Nicotiana tabacurn cv Samsun NN
cuando se expresa el inductor viral del gen N mediante Agrobacteñum turnefaciens se
induce la expresión de PRs tanto en Hl como en MS de las mismas <Abbink et aL,
1998). En estas plantas cuando se inoculaba la bacteria con el vector de expresión
vacío se indudan localmente tanto la proteína ácida PR-la como la proteína básica
PR-lg. Esta característica ya se había observado plantas de NicoYana sylvestfls
cuando al infiltrar cepas de Agrobacteflum tumefaciens se inducia la síntesis local de
glucanasas y quitinasas (Schób eta)., 1997).
La inducción sistémica de PRs en reacciones incompatibles se ha demostrado
en plantas de tabaco con el gen N inoculadas con TMV, en cuyas hojas superiores no
infectadas se acumulan formas básicas y ácidas de PRs si bien lo hacen en menor
cantidad que en las Hl (Heitz et al., 1994>. Esto es lo que se puede observar tanto en
plantas de C.fnjtescens inoculadas con PaMMV y PVX-CPPa como de C.chacoense
inoculadas con PMMoV-l. En O. chinense (L3L3) no se observó inducción sistémica
de la proteína PR1 tanto en las plantas inoculadas cpn la cepa avirulenta PMMoV-S
como con el virus quimera PVX-CPS. Es interesante señalar que el gen de la PRí bí,
cuyo inmunosuero utilizamos en los ensayos de detección de la PRí, sólo se induce
en Hl de plantas de tabaco transgénicas asociada a la HR producida por TMV y no s
einduce en hojas superiores no inoculadas (Tornero et aL, 1997).
Analizando estos datos en conjunto podemos observar que la respuesta de
cada huésped es diferente y que aunque en cada uno de ellos la inducción de la
proteína PRí por el virus quimera o el virus salvaje difiere en cuanto a tiempos y
niveles de acumulación.
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Para el estudio de las CPs de los tobamovirus como inductores de resistencia
fuera de todo contexto viral fue necesario el donaje de las mismas en el vector
pMJD82 (Dowson Day, 1994). En este vector los genes que codifican para las OPs están
bajo el promotor 35s de CaMV y las proteínas son expresadas de forma constitutiva
en la planta. Se llevaron a cabo varios experimentos de expresión transitoria de los
inductores para analizar dos componentes de la respuesta de defensa, la muerte
celular y la inducción de genes asociados a defensa.
Para determinar si las OPs eran capaces de inducir la HR y la muerte celular
programada se utilizó un sistema de expresión transitoria semejante al descrito por
Mindrinos et al. (1994) y Gopalan et aL (1996) para expresar las GPs de PaMMV y
PMMOV-S en hojas de C. fmtescens (L2L2), las OPs de PMMoV-S y PMMoV-l en hojas
de C.chinense (L3L3) y la OP de PMMoV-l en hojas de C. chacoense <L4Lj. El sistema
utilizado se basa en la predicción de que la inducción de la muerte celular por la
expresión de un inductor de la resistencia, reducirá la expresión de un gen mamador
como la ~3-glucuronidasa,cuya expresión está controlada por el promotor constirtutivo
35S, cuando se expresa en la misma célula.
En estos experimentos observamos que a lo largo de los tiempos analizados la
actividad GUS disminuye cuando el plásmido pMJD-GUS es coinoculado con los
plásmidos pMJD-GPPa en plantas de C.fn¡tescens, o pMJD-CPS en plantas de
C.chinense, o pPMJD-CPI en plantas de C.chacoense. Sin embargo cuando es
coinoculado con el plásmido vacio o con el vector que expresa la OP no inductora de
la resistencia (la OP de PMMoV-S en plantas de C.fndescens o la CP de PMMoV-l en
plantas de Cxhinense), esta actividad se incrementa con el tiempo. De acuerdo al
sistema utilizado, en las hojas transfectadas con el gen Avr la disminución de la
actividad GUS se debe a la inducción de la muerte celular en las hojas en las que se
está desarrollando la resistencia. Esta muerte celular ya comienza a visualizarse a las
16 h.p.i. en todos los casos y es patente a las 24 h.p.i., ya que en ninguna de las hojas
transfectadas puede detectar actividad glucuronidasa a este tiempo.
La reducción de la actividad GUS no puede deberse a modificaciones post-
transcripcionales puesto que esta actividad es detectable cuando el gen de la ji-
clucuronidasa es expresado bajo la acción del promotor gnl perteneciente a la ¡1-
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1 3-glucanasa de N.plurnbag¡nifoIia, por lo que la reducción se debe sólo a la
reducción en los niveles de transcripción de genes bajo promotores constitutivos en
aquellas células en las que se está desarrollando la muerte celular.
Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Gopalan et aL (1996> al
expresar el inductor AvrB en plantas de Arabidopsis en las que induce la resistencia y
a las 24 horas postransfección no detectan actividad GUS o lo hacen a niveles muy
bajos. Malcuit et aL (1999) realizaron experimentos similares para determinar si la
proteína de movimiento de PVX es el inductor del gen Nb en patata. En este caso la
actividad GUS se reduce entre los días 1 y 2 post bombardeo.
A los 3-5 d.p.b. la expresión de la OP de PMMoV-S en hojas de plantas de
C.chinense induce el desarrollo de LLN que abarcan espacios multicelulares. Esta HR
es inducida de forma específica por la GP de PMMoV-S puesto que en las hojas
transfectadas con la GP de PMMoV-l o con el vector vacío no se produjeron. El hecho
de que las LLN comprendan más de una célula puede ser debido a que, como
resultado de la expresión de la GP de la cepa avirulenta del virus en las células
transfectadas, se activan los mecanismos de resistencia de la planta. En estos
mecanismos existen moléculas que actúan como señales que van de la célula
infectada a las circundantes de forma que la muerte celular se podría activar también
en las células vecinas (Bent, 1996; Dangí et aL, 1996; Greenberg, 1997>.
Las CPs de PaMMV, de PMMoV-S y de PMMoV-l son capaces, por sí mismas
de inducir la muerte celular asociada a la HR en plantas de C. fndescens (L212), C.
chinense (L3L3) y C. chacoense (L4L3> respectivamente.
Para verificar si la HR inducida por la interacción de las CPs de PaMMV,
PMMoV-S y PMMoV-l, en plantas con los genes L2, L3 y L4 respectivamente, está
asociada con la inducción de genes de defensa de la planta se cotransfectaron los
plásmidos pMJD-CPPa, pMJD-CPS y pMJD-CPI, con el gen GUS bajo el control del
promotor gn 1 de N.plubanginifolia (Castresana et aL, 1990>. La expresión de la ¡3-
glucuronidasa bajo este promotor se ha visto que se encuentra fuertemente inducida
en plantas transgénicas de N.tabaoum durante la HR inducida por Pseudornonas
syflngae pv. syflngae (Castresana et aL, 1990; Obregon, 1997).
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La expresión de este gen junto a la de las OPs de las cepas avirulentas en las
plantas con los correspondientes genes de resistencia producía la inducción de la
actividad GUS que aumentaba con el tiempo hasta las 24 h.p.b. Esto indica que los
mecanismos de resistencia de la planta se activan cuando el gen Avr se expresa en
las células de los hospedadores con el correspondiente gen de resistencia. Está bien
establecido que las PR se inducen de forma rápida y exponencial cuando se dan
interacciones incompatibles en las plantas. En las plantas de pimiento esta inducción
la observamos desde las 8 h.p.b. en plantas de C.chinense y a partir de las 16 h.p.b.
en plantas de Cin~tescens y Gchacoense, en tiempos tempranos la actividad GUS
asociada a la inducción de gnl es muy débil, mientras que a las 24 horas en que el
incremento es notorio. Sin embargo cuando las hojas fueron transfectadas con la OP
de la cepa virulenta para un determinado genotipo de Capsicurn o con el vector vacio,
no s eobservó actividad GUS en ninguno de los tiempos analizados.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos al transformar plantas de
N.tabacurn con la construcción del gen de la ¡3-glucuronidasa bajo el protomor gnl.
Este gen se induce en la interacción incompatible con la bacteria necrotizante
P.syñngae pv. syflngae (Castresana et aL, 1990; Obregon, 1997). A partir de las 12
h.p.i. se revela actividad GUS en las áreas infectadas y esta actividad aumentaba a
las 24 h.p.i.. En plantas de N.tabacurn cv Sansum NN transformadas con la
construcción formada por el promotor de la PRia controlando la expresión del gen
GUS se observa . se observa actividad GUS en las lesiones producidas por TMV
(Ohshima et aL, 1990).
Cuando se expresa transitoriamente el inductor viral de la resistencia conferida
por los genes L en Oapsicum, hay una fuerte expresión inducción transc*ipcional de
los mamadores asociados a la respuesta de defensa, como son las PRs.
El efecto de la resistencia conferida por el gen L3 en plantas de C.chinense
sobre el ciclo de infección de PMMoV-S fue analizado mediante el estudio
comparativo de la cinética acumulación del ARN viral y la GP viral a lo largo del
tiempo de infección de las cepas 5 e 1 de PMMoV. Observamos que tanto las
cadenas + como las — del ARN de PMMoV-S se detectan a partir de 2 d.p.i.,
incrementándose hasta los 3 d.p.i. Posteriormente la cantidad de ARN acumulado se
mantiene constante hasta los 7 d.p.i. sin que existan diferencias de acumulación entre
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las cadenas del ARN genómico y el subgenómico de la CP. Por el contrario cuando se
analiza la acumulación del ARN de la cepa italiana se observa quetanto las cadenas +
como las — se detectan desde el día 1 post inoculación y que hay una acumulación
exponencial del ARN a lo largo del tiempo, como cabria esperar en una cepa que es
capaz de sobrepasar la resistencia.
En trabajos llevados a cabo en nuestro laboratorio en protoplastos de plantas
de C.chinense <Gilardi et aL, en prensa> se determinó que a las 24 horas post
transfección del ARN vital de PMMoV-S y de PMMoV-l la acumulación era similar de
forma que la replicación del virus no se ve afectada por la resistencia, lo que indica
que la resistencia no es efectiva en células individuales. Partiendo del hecho de que
la replicación del virus no está afectada en células individuales, el que los niveles de
acumulación se mantengan constantes a partir de 3 d.p.i. nos indica que la resistencia
afecta al movimiento del virus de célula a célula.
El que haya una cierta acumulación viral entre los días 1 y 3 post inoculación
indicaría que en fases tempranas de la resistencia el virus podría moverse a las
células adyacentes y esto generaría una cierta inducción de la acumulación de las
cadenas negativas entre los días 1 y 3. Una vez establecida esta infección la planta
estaria limitando la cantidad de ARN que el virus es capaz de acumular. Esto podría
ser bien porque hay un ciclo de degradación/formación de nuevas moléculas de ARN,
o bien, si no existe una degradación de las mismas, cuando se han acumulado hasta
un determinado nivel las células limitan la formación de nuevas moléculas de ARN.
Posteriormente a estos días ya no existiría infección de nuevas células.
La detección de la acumulación de las cadenas de ARN de PMMoV-S se
detiene a los 3 d.p.i. y a partir de los 4-5 d.p.i. las LLN ya son visibles en las HI, esto
nos está indicando que antes de aparecer las LLN la movilidad del virus ya está
afectada. El que se pueda seguir detectando el ARN hasta los 7 d.p.i. nos podría
indicar que el ARN vital es altamente estable y que el virus, como sucede con TMV en
plantas de tabaco, no se encuentra sólo en las células afectadas por la necrosis, sino
que es capaz de permanecer en las células que se mantienen alrededor de las
lesiones locales. En el caso de TMV se han podido aislar partículas virales viables
alrededor de las LLN (Mathews, 1991).
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En plantas de tabaco con el gen N en los primeros días de infección TMV es
capaz de replicarse y acumularse hasta unos determinados niveles antes de que se
produzca el colapso de las células como resultado de la reacción necrótica (Otsuki et
aL, 1972; Kubo, 1971).
Recientemente se ha observado que el ácido salicílico es capaz de inhibir la
replicación de ciertos virus, incluso en plantas que no son capaces de establecer
reacciones de resistencia, (Chivasa st al., 1997; Naylor et al., 1998), y de impedir el
movimiento célula a célula (Naylor et al., 1998). En plantas de AL bentharniana la
aplicación de SA es capaz de inhibir la replicación de TMV y PVX disminuyendo tanto
la acumulación del ARN genómico como la proporción en la acumulación ARN
genómicolARN subgenómico de la GP. En el caso de CMV no es capaz de inhibir la
replicación del virus, pero sí su movimiento a corta y larga distancia (Naylor et al.,
1998>.
En el caso de las plantas que fueron inoculadas con PMMoV-l este virus es
capaz de sobrepasar la resistencia y de infectar las plantas completas. Así pues el
virus es capaz de moverse célula a célula, y en las sucesivas células en las que se
establece va formando nuevas moléculas de ARN que hace que la acumulación del
mismo sea exponencial en el tiempo.
Cuando se analiza la cinética de acumulación de la proteína de cubierta de
PMMoV producida vemos que en las plantas inoculadas con la cepa española de
PMMoV hay un cierto incremento en su concentración a lo largo del tiempo. La
proteína se produce y acumula hasta los 5-6 d.p.i., mientras que como hemos
indicado antes los niveles de ARN subgenómico de la GP no aumentan a partir de los
3 d.p.i. Esto significaría que el paso de la traducción de proteínas no está afectado en
este periodo de tiempo por la aparición de la resistencia. La aparición de lesiones
locales necróticas se produjo a los 5 d.p.i. por lo que el descenso que existe en la
concentración de la OP a partir de 6 d.p.i. se puede deber al colapso de las células del
huésped.
En las plantas inoculadas con PMMoV-l la concentración de la GP viral es de
un rango de hasta 1 o3 veces mayor. Se observa al igual que cuando se analiza la
acumulación de los ARN el aumento de la concentración de la GP es exponencial en
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el tiempo y presenta unos niveles muy superiores a los de la OP de PMMoV-S desde
los primeros tiempos de la infección.
Se encuentra ampliamente descrito en la bibliografía que asociados a la MR
hay una serie de cambios fisiológicos que llevan al fenómeno denominado muerte
celular. Entre estos cambios se encuentran la producción local de especies activas de
oxígenos (aniones superóxido y agua oxigenada), deposición de callosa, aparición de
necrosis y la inducción de genes de proteínas relacionadas con la patogénesis. Para
caracterizar la resistencia de C.chinense a PMMoV-S decidimos estudiar estos
aspectos.
El llamado estallido oxidativo es una respuesta características de las células
vegetales a la inoculación con patógenos avirulentos (Suthertand, 1991; Baker et eL,
1993; Mehdy, 1994). La definición original del estallido oxidativo en mamíferos fue el
rápido incremento en el consumo de oxigeno por fagocitos que eran resistentes a
inhibidores de la respiración como la azida y la cianida. Se ha demostrado que en
plantas existen también sistemas que llevan al estallido oxidativo pero sin embargo en
estos organismos se ha medido como la producción de especies reactivas de
oxígeno, como el anión superóxido y el peróxido de hidrógeno, en vez del consumo de
oxigeno (Murphy etat, 1998>.
En los experimentos llevados a cabo hemos demostrado que existe una
inducción de este estallido oxidativo, medido como incremento en la acumulación de
Of y H202 en los tejidos, asociada a la interacción incompatible PMMoV-S-C.chinense
y no a la compatible PMMoV-l-C.chinense.
La presencia de aniones superóxido se midió como actividad reductora de
NBT. En los años 80 Doke observó la generación de Of durante la interacción entre
plantas de patata y Phytophora infestans, y su posible implicación en la HR. Entre
otros compuestos utilizó el NBT para su detección. El radical superóxido reduce el
NBT en varios pasos de reducción de un electrón a formazan y a diformazan (Audair y
Vaoisin, 1985>. Durante los experimentos llevados a cabo en plantas de C. chinense
inoculadas con PMMoV-S e 1, observamos que se inducen los 02 aunque la
inducción mayor se observa en plantas en las que se desarrolla la reacción
incompatible, observándose el máximo de acumulación a las 9 h.p.i..
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En 1996 Jabs et aL determinaron la producción de aniones superóxido en los
mutantes Isdí de Arabidaps¡s tha¡iana. Estos autores establecieron en sus
experimentos una relación entre la producción de aniones superóxido y la iniciación de
mecanismos que llevan a la muerte celular programada. Estos mutantes inician la
muerte celular en ausencia de patógenos bajo determinadas condiciones ambientales
y no son capaces de controlar la expansión de la lesión una vez comenzada. En estos
mutantes cuando se induce la formación de lesiones hay una acumulación importante
de aniones superóxido a partir de las 8 horas de la inducción. Así mismo observaron
que a las 16 horas a partir de la inducción de la producción de 01 comenzaba la
muerte celular que se desarrollaba hasta las 48 horas. En C.chinense la detección de
la muerte celular se produce a las 14 h.p.i.. El intervalo de tiempos entre la
acumulación de 01 y el comienzo de la muerte celular es similar al observado en los
mutantes de Arabidopsis.
Los tejidos infectados con PMMoV-S responden también con la producción de
agua oxigenada. Aunque en plantas inoculadas con PMMoV-l se observa una
producción de H202, el “estallido» se produce mayoritariamente en plantas infectadas
con la cepa inductora de la resistencia y presenta un máximo de producción de 11202 a
las 10 h.p.i. El que aparezca una ligera producción de agua oxigenada cuando se
infecta con una cepa virulenta de un patógeno ya se ha observado con anterioridad.
Cepas virulentas de Pseudornonas syñngae pv. glycinea son capaces de inducir una
ligera producción de agua oxigenada cuando infecta células de soja (Levine et aL,
1994).
Podemos apreciar que la producción de agua oxigenada sigue una curva
bifásica. Se puede establecer una primera fase hasta las 6 h.p.i. y una segunda en la
que se produciría ya el “estallido» oxidativo que iniciaría a las 8 h.p.i. y se alargaría
hasta las 36 h.p.i. En la primera fase hay también una inducción en la producción de
agua oxigenada en las plantas inoculadas con la cepa compatible. Esta producción se
mantiene constante y en los mismos niveles a lo largo del tiempo en las plantas
inoculadas con la cepa italiana, lo que indicaría que se encuentra asociada al
establecimiento y desarrollo de la infección por un microorganismo que no es inductor
de la resistencia.
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Estudios llevados a cabo por Baker y Orlandi <1995) caracterizaron la
respuesta de plantas de tabaco a Pseudomonas syringae. Observaron que la
respuesta de producción de H202 en las reacciones incompatibles presenta dos fases
(Baker et aL, 1991; Keppler et aL, 1989). La fase 1 es relativamente corta y es una
respuesta no específica que ocurre inmediatamente después de la inoculación tanto
de los patovares compatibles como de los incompatibles. La fase II es una respuesta
más larga y aparece como específica de las relaciones incompatibles. Se han
estudiado varios sistemas como los de soja (Baker et aL, 1993), tabaco <Baker et aL,
1991), patata (Baker y Orlandi, 1995> y alfalfa (Baker y Ortandi, 1995) tratados con
varias especies de Pseudornonas y en tabaco tratado con E¡winia arnylovora (Baker
et aL, 1993) en los que esta característica también se cumple.
Cuando analizamos los datos obtenidos en plantas de pimiento infectadas con
PMMoV-S vemos que una vez que se produce el estallido oxidativo y la concentración
de agua oxigenada llega a un máximo entre las 10 y las 12 h.p.i., unas horas después
comienza la inducción de la muerte celular. Esto no implicaría que estas ROIs fuesen
las inductoras de los mecanismos de PGD pero su presencia en aftas
concentraciones es necesaria para que continúen los mecanismos que llevan al
“suicidio celular. Levine et aL (1994) determinaron después de la aplicación a tejidos
vegetales de pulsos de agua oxigenada se produce la inducción de la muerte celular a
partir de una determinada concentración de H202. El tiempo de latencia entre ambos
procesos variaba dependiendo de la cantidad de agua oxigenada aplicada y se
encontraba entre las 2 y las 4 horas. Cuando la concentración de H202 se mantenía
por debajo de unos determinados niveles se inducen los mecanismos de
detoxificación de las células y no hay muerte celular. Esto explicaría el porqué a pesar
de que se produce H202 en la interacción compatible C.chinense-PMMoV-l en todos
los tiempos analizados no hay una inducción significativa de la muerte celular.
El método espectrofotométrico para la cuantificación del Evans Blue retenido
en tejidos de plantas se ha demostrado que es muy efectivo en fenómenos que
implican patógenos que causan muerte celular (Atkinson et aL, 1990; Barker et aL,
1993>. La muerte celular en plantas de C.chinense inoculadas con la cepa española
medida como incremento en la captación de Evans Blue por las células muertas
comienza a las 8 h.p.i. y continúa hasta las 48 h.p.i., mientras que en las inoculadas
con la cepa italiana no se aprecia muerte celular en los tiempos analizados. En otros
DISCUSION 127
sistemas de interacciones incompatibles como soja-Pseudornonas syringae han
encontrado tiempos similares de inicio de muerte celular después de la inoculación del
patógeno (Levine el aL 1994) independientemente de la cantidad de inóculo utilizado.
Dos de los mamadores histológicos de la resistencia como son la aparición de
compuestos fenólicos y la deposición de callosa han sido determinados en los
estudios llevados a cabo. En las muestras de plantas de C.chinense tratadas con virus
inductores y no inductores de la resistencia sOo se ha visto que se produzca la
aparición de estos compuestos en las plantas inoculadas con la cepa española de
PMMoV. La acumulación de compuestos fluorescentes alrededor de las zonas en la
que aparecen las lesiones locales necróticas es ampliamente conocido y se debe a la
actividad de las enzimas de la ruta del fenilpropanoico. En plantas de tabaco
inoculadas con inductores fúngicos se ha determinado esta acumulación cuando
aparecen las LLN (Baillieul el aL, 1995).
En infecciones causadas por virus los cambios en la producción de
compuestos fenólicos son característicos de huéspedes que desarrollan la MR. En
pimiento la formación y acumulación de estos compuestos fluorescentes se produce a
partir de 24 h.p.i. en plantas infectadas con PMMoV-S, 48 horas antes de que se
produzca la formación de la LLN,. Las zonas en las que se acumulan estos
compuestos van creciendo en diámetro conforme se va estableciendo la reacción de
defensa. En plantas infectadas con PMMoV-l se pueden apreciar algunas zonas
discretas de acumulación.
En la interacción entre TMV y plantas de Nicotiana tabacurn var “Samsun NN»
se ha visto que después de la infección con TMV hay un incremento en la
concentración de dos compuestos fenólicos como son la escopoletina y el ácido
dorogénico a partir de las 30 h.p.i. (Fritig el aL, 1972). Este fenómeno lo asociaron
primero a un efecto de la infección del virus que inducía la resistencia y posteriormente
a la aparición de lesiones locales necróticas en los lugares en los que detectaban la
aparición de los compuestos. Es decir que se inducían antes de que la lesión necrótica
estuviese bien establecida.
La rápida deposición de callosa se ha asociado a los fenómenos de
incompatibilidad patógeno-planta (Kauss, 1990> y en el caso de los virus se piensa
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que el bloqueo de los plasmodesmos es esencial para impedir el movimiento célula a
célula de los mismos (Beifa et a/., 1996). La deposición de callosa sólo se observó en
células de hojas infectadas con la cepa española de PMMoV, y no en las infectadas
con PMMoV-l. Dentro del tejido analizado se observó que a partir de las 48 frp.i. hay
una deposidón importante en los vasos conductores de las Hl. Esto podría ser un
efecto para impedir el movimiento del virus no sólo a corta distancia con la deposición
de callosa en plasmodesmos sino también a larga distancia a través de vasos
conductores. En mutantes de arroz resistentes al hongo Magnaporihe gñsea
detectaron deposiciones de callosa sólo en aquellas células que se encontraban
muertas o en procesos de muerte celular (Takahashi et aL, 1999).
El que aumente el tamaño de las zonas en las que se detectaron estos
compuestos con el tiempo indica que el fenómeno de resistencia se está
desarrollando en las células adyacentes a las inicialmente infectadas. A partir de las
primeras células infectadas padria existir una amplificación del proceso de muerte a
las células adyacentes mediada por moléculas como el H202 para frenar de una forma
más efectiva la dispersión del virus. Tampoco hay que descartar el que en los
estadios iniciales de la infección el virus sea capaz de moverse célula a célula e
infectar a las más cercanas con lo que la cantidad de células que desarrollan la
resistencia se irla incrementando hasta que los mecanismos de resistencia
restringieran a los virus en las células que están infectando. La aparición de zonas de
deposición de callosa y de compuestos fenólicos serían cada vez mayores y eso es lo
que hemos podido observar en las muestras analizadas.
caso es de ARN y la detección de la proteína podría estar un poco desplazada
en el tiempo.
Los mecanismos de defensa inducibles en plantas se ponen de manifiesto justo
después del reconocimiento del patógeno, por lo que los productos de defensa están
normalmente ausentes o en muy pequeñas cantidades en tejidos sanos y sólo se
pueden detectar durante la expresión de la resistencia.
Un paso para investigar los mecanismos implicados en las interacciones
incompatibles entre plantas de pimiento y PMMoV ha sido el aislamiento de moléculas
de cADN expresados de forma diferencial entre plantas infectadas con una cepa que
desencadena la resistencia y una cepa que la sobrepasa. En este estudio hemos
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analizado las secuencias de los cADN obtenidos, de forma que se ha investigado la
posible implicación en mecanismos de resistencia de las secuencias con las que los
cADN han mostrado homología. El tiempo de 8 h.p.i. fue elegido porque es el momento
en el que se disparan los mecanismos de muerte celular y cuando dos parámetros que
marcan el establecimiento de la HR como son la formación de aniones superóxido y de
agua oxigenadase encuentran en su fase de inducción.
Entre las secuencias aisladas por este método con las que existía homología había
algunas que se encuentran implicadas en mecanismos de defensa como son la ACO
oxidasa, que es una enzima clave en la síntesis de etileno, la S-adenosil metionina
decarbo,dlasa, enzima reguladora de la síntesis de espermina y espermidina, y del
equilibrio de la formación de estas moléculas y del etileno, la w-3 desaturasas de ácidos
grasos, implicada en el metabolismo de ácidos grasos,
El etileno regula un amplio rango de procesos fisiológicos y de desarrollo en las
plantas. Las dos enzimas claves en la regulación de la síntesis del etileno con la AGO
sintasa y la AGO oxidasa. En un principio se creyó que la ACO oxidasa era una
enzimas que se expresaba de forma constitutiva (Yang y Hoffman, 1984). Sin
embargo algunos estudios sugieren que estos genes son inducibles por herida
(Callahan et aL, 1992; Liu et aL, 1997) y tratamientos con inductores de la respueta de
defensa como el ácido araquidónico (García-Pineda y Lozoya-Gloria, 1999>.
La síntesis de poliaminas en plantas es compleja y no se comprende
totalmente. La 5-adenosilmetionina-decarboxilasa (SAMDO) es la enzima clave
en la síntesis de las poliaminas espermidina y espermina y su actividad es la
que marca el ritmo de producción de estos compuestos <Slocum et al., 1984;
Tabor y Tabor, 1984). Las poliaminas y el etileno están biosintéticamente
relacionadas puesto que comparten un precursor común la 5-adenosilmetionina
(Kushad y Dumbroff, 1991) y se conoce que la actividad de la SAMDO influye
en la biosíntesis del etileno (Apelbaum et al., 1985; Galston y Kaur-Sawhney,
1987). Recientemente se ha demostrado que la espermidina se induce en
plantas de tabaco que han sido infectadas con TMV en las hojas que están
desarrollando necrosis. Se ha propuesto que en estas hojas la espermidna
actúa como un inductor endógeno de la síntesis de proteínas PRs ácidas y
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básicas (Hiraga et al., 2000), y de la resistencia a TMV en estas plantas
(Yamakawa et al., 1998).
En plantas las m-3 desaturasa de ácidos grasos (w-3 FAD) son enzimas unidas
a membranas que catalizan la conversión de ácido linoleico a ácido linolénico, que
entre los ácidos grasos es el mayor constituyente de lipidos de membrana en plantas
superiores. Se ha demostrado que en plantas y en suspensiones de cultivos celulares
de Petrosel¡num cñspum tratadas con un elícitor fúngico causa un rápido incremento
en los niveles de varios ácidos insaturados (Kirch et aL, 1997). Los resultados
obtenidos por este grupo demuestran que la exposición de los cultivos celulares al
inductor producen cambios en el metabolismo de ácidos grasos insaturados. En estos
experimentos se ha observado el ácido linoleico desciende y el linolénico aumenta en
unas pocas horas. Más específicamente, muestran que uno de los genes que se
inducen de forma pronunciada es el de la w-3 FAD, y la expresión de este gen ocurre
de forma rápida y está altamente localizada alrededor de los sitios de penetración del
hongo. La inducción del rnARN de esta proteína se observa desde las 2 h.p.i. en
hojas.
La resistencia local adquirida (LAR) y la sistémica adquirida (SAR) puede ser
diferenciada de otras respuestas de resistencia por el amplio espectro de protección
frente a patógenos y los cambios asociados en la expresión de genes. La inoculación
de plantas de C.chinense (L3L3) con PMMoV-S, virus inductor de la resistencia, induce
la LAR en hojas inoculadas y protege frente a una segunda infección por un virus no
relacionado como es PVX. Sin embargo para que esta protección sea efectiva es
necesario un tiempo de inducción que es de al menos 24 horas después de la
inoculación inductora.
El que no exista una reducción de la cantidad de virus PVX detectable en
HS cuando se inocula el virus desafiante a la vez bien con tampon o bien con
la cepa inductora refleja el que no existe ningún tipo de interferencia en la
replicación de ambos tipas de virus en las hojas inoculadas puesto que no hay
retraso en el tiempo de infección de hojas superiores con respecto a las plantas
control ni tampoco descenso apreciable de la concentración de la OP del virus
desafiante como hemos indicado anteriormente el establecimiento de LAR
requiere al menos 24 h de inducción y a que sólo algunas plantas eran
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infectadas por el virus PVX capaz de infectadas y en estas sí que se observaba
una reducción en la concentración del virus en las HS. La inducción de LAR en
este huésped es completa a 48 h.p.i. del virus inductor. Esto hace pensar que
los mecanismos que delimitan el virus en las zonas inoculadas estén activados
pero que PVX es capaz de sobrepasarlos, bien porque tiene altos niveles de
replicación, bien porque los mecanismos de delimitación no están
completamente activados. Sin embargo, en este huésped no se establece SAR,
al menos en los tiempos analizados.
En tabaco, la activación de la SAR es efectiva en la reducción de síntomas en
las enfermedades producidas por algunos hongos como Phytophtora parasitica,
Cercospora nicotianae y Pemnospara tabacina, algunos virus como TMV y el virus de
la necrosis del tabaco (TNV>, y algunas bacterias como Pseudomonas synngae pv
tabaci y Erwinia camtovom (Vemooij et aL, 1995). Sin embargo esta protección no es

























1. Se han donado las proteínas de cubierta de los virus PaMMV, PMMoV y PMMoV-l
en el vector de expresión en plantas derivado de PVX. Su expresión en plantas de
N. sylvestris induciendo una respuesta en forma de lesiones locales necróticas
similar a la de los tobamovirus.
2. La aparición de lesiones locales necróticas en plantas de C. tnitescens inoculadas
con el virus quimera pVX-CPPa, en plantas de C. ch¡nense inoculada con los virus
quimera PVX-CPPa y PVX-CPS, y en plantas de C. chacoense inoculadas con
PVX-CPPa, PVX-CPS y PVX-CPI, fue similar en el tiempo a las aparecidas en
estos huéspedes inoculados con los tobamoviflis. En C. frutescefls y C. chinense
las lesiones producidas por los virus quimera y los tobamovirus fueron similares en
cuanto a forma y tamaño. En las plantas de C. chacoeflse las lesiones producidas
por los virus quimera aparecían más delimitadas que las producidas por el
tobamovinis.
3. La movilidad de los virus quimera capaces de inducir resistencia en las plantas del
género Capsicum se limitaba a las HI, puesto que no se ha detectado ni la OP ni
su secuencia en hojas superiores no inoculadas.
4. En todos los casos de la sinteracciones O. frutescens — PVX-Cpa, C. chinense —
pVX-CPS y C. chacoense — PVX-CPI, se ha demostrado que se induce la
formación de la proteína relacionada con la patogénesis PR1, al igual que cuando
se inoculan los tobamovirus correspondientes. En plantas de O. frutescens y O.
chacoense esta proteína también se acumulaba cuando las plantas eran
inoculadas con el virus vector vacio, aunque a tiempos más tardíos.
5. La donación de las CPs de PaMMV, PMMoV-s y PMMoV-l en el vector de
expresión pMJD82 nos permitió determinar que la Gp de los tobamovirus por sí
misma, y fuera de otro contaxto viral, es capaz de inducir la HR en plantas del
género Capsicum con la serie alélica L. La expresión de las CPs es capaz de
inducir tanto la muerte celular como genes asociados a la respuesta de defensa.
6. El estudio de la resistencia mediada por el gen L3 en plantas de O. chinense frente
a PMMoV-S ha permitido diferenciar que el proceso viral que se encuentra
afectado es la acumulación del ARN, y no la traducción.
7. Entre los factores asociados a la respuesta de defensa se ha determinado que
durante la interacción incompatible O. chinense — PMMoV-S se induce la formación
de aniones superóxido y agua oxigenada. La acumulación de agua oxigenada
sigue una cinética denominada de dos fases característica de las reacciones
incompatibles huéped-patógenO.
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8. En plantas de C. chinense inoculadas con PMMoV-S se ha determinado la
acumulación de callosa en las células vegetales y venas de las hojas inoculadas.
Se ha deterrminado asi mismo la acumulación de compuestos fenólicos
fluorescentes antes de que se muestre visible la lesión necrótica.
9. Se ha analizado la inducción de genes asociados a la reacción de defensa vegetal
en plantas de C. chinense inoculadas con PMMoV-S. Algunos de los genes
inducidos mostraron homología con genes que se han asociado a la respuesta de
defensa en otros huéspedes como con la ACC oxidasa, la w-3 desaturasa de
ácidos grasos, la 5 adenosilmetionina decarboxilasa, la NadH plastoquinona
oxidorreductasa y la citocromo oxidasa mitrocondrial.
10. El fenómeno de resistencia adquirida en plantas de C. chinense inoculadas con
PMMoV-S aparece sólo en las hojas inoculadas con PMMoV-S frente a
inoculaciones posteriores con un virus perteneciente a otro grupo como PVX. El
periodo de inducción de esta resistencia se encuentra entre las 24 y 48 h.p.i. del
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